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Resumen

Se determiné el efecto de incluir aceites vegetales con diferentes perfiles de &cidos
grasos (AG) y sus mezclas sobre la fermentacion ruminal, produccién de metano (CHy),
produccion y composicion de la leche. Se realizaron tres experimentos, dos in vitro y uno
in vivo. En los ensayos in vitro, se utilizaron aceites de maiz (M, rico en &cido linoléico),
linaza (L, rico en &cido linolénico) y palmiste (P, rico en &cido laurico) y sus mezclas M-L,
M-P o L-P en proporciones 75:25, 50:50 y 25:75. En el primero se determinaron variables
de fermentacion (digestibilidad, AGV, produccién de CH,) y en el segundo los cambios en
el perfil de AG. Dependiendo el ensayo, en botellas de vidrio o tubos de PVC se
adicionaron 350 mg de Cenchrus clandestinus, 150 mg de concentrado, con o sin adicion
de 15 yl de los aceites 0 sus mezclas que fueron incubadas con 50 ml de fluido ruminal y
medio de cultivo (proporcion 1:4). La adicion de P comparada con M y L disminuyé la
degradacion de la MS (%) (P: 67.8, My L 63.0; p<0.001), de la FDN (%) (P: 44.5, My L
35.9; p<0.001), las producciones de gas (ml) (P: 116.8, M y L: 93.1; p<0.001), CH, (ml)
(P:32.2, My L 24.1; p<0.001) y la concentracion de AGV (mmol/l) (P: 81.65, My L: 77.7;
p<0.01). La adicién de aceites modificé el perfil de la mayoria de AG y disminuyé la
proporcion de AG impares, trans con excepcion del 19:0 y de 18 carbonos (p<0.001). La
adicion de M y L generé un aumento en las proporciones (g/100 g de AG) de 18:1;11,
18:2c9 111 ¥ 18:2410 c12 Y @aumentos para los AG de cadena media saturados para P
(p<0.001). La adicion de M produjo mayores proporciones de 18:111, 18:2:9111 (p<0.001) y
disminuyo la del8:2,;5 .1 comparado con L. La mezcla de P con M o L aumento las

proporciones de 18:2:9¢12 Y 18:3c9c12¢15-
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sobre la fermentacion ruminal y perfil de acidos grasos en leche
En el ensayo in vivo se evaluo6 el efecto de la suplementacién de 720 g de M o su mezcla
con P (MP 75:25) a vacas en pastoreo de kikuyo sobre la produccion de CH4, AGV,
produccion de leche y perfil de AG. El uso de aceites aumento la produccion de leche
(kg/d) (C: 21.4, M: 23.6 y MP: 23.9; p<0.01) y la concentracién de grasa lactea (%) (C:
3.15, M: 3.40 y MP: 3.40; p<0.05). Las proporciones de 18:2.9 (1; fueron mayores para los
tratamientos con aceite (C: 0.68 vs M: 1.56 y MP: 1.01), siendo superior para M (p<0.01).
Los AG sintetizados de novo (g/100 g de AG) en leche fueron superiores para C (C:
68.5%, M: 52.2% y MP: 58.6%; p<0.01). LA inclusién de aceites disminuy0 la produccion
estimada de CH, (ml/mol producida) (p<0.05). Sustituir un 25% de M por P aumento los
indices de aterogenicidad, trombocenicidad y redujo las proporciones de 18:1;;; y 18:2
111 €n leche. Adicionar aceites a dietas de vacas en pastoreo es una opcién para aumentar

el volumen de leche, modificar su composicion de AG y reducir la produccién de CHa.

Palabras clave: acido linoleico conjugado (ALC), biohidrogenacién (BH), degradacion,
metano (CH,), vaca lechera
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Abstract

The effects of the inclusion of vegetable oils with different profiles of fatty acids (FA) and
their mixtures on ruminal fermentation, methane (CH,) production, the production and the
composition of the milk were evaluated. We conducted three experiments, two in vitro and
one in vivo. Corn oil (CO, rich in linoleic acid), linseed (LO, rich in linolenic acid) and palm
kernel oil (PKO, rich in lauric acid) and their mixtures CO-LO, MO-PKO o LO-PKO in
proportions 75:25, 50:50 and 25:75 were used in the in vitro tests. In the first, variables
associated with fermentation (digestibility, VFA profile, CH4 production) were determined
while in the second those associated with changes in the profile of the fermentation.
Depending of the essay, in glass bottles or PVC tubes, 350 mg of Cenchrus clandestinus
and 150 mg of concentrate, with or without the addition of 15 ul of oils or their mixtures
were incubated with 50 ml of ruminal fluid and culture media (ratio 1:4). The addition of
PKO compared with CO and LO decreased DM degradation (%). (PKO: 67.8, CO and LO
63.0; p<0.001), NDF (%) (PKO: 44.5, CO and LO: 35.9; p<0.001), gas production (ml)
(PKO: 116.8, CO and LO: 93.1; p<0.001), CH4 production (ml) (PKO: 32.2, CO and LO
24.1; p<0.001) and the molar concentration of VFA (mmol/l) (P: 81.65, M and L: 77.7;
p<0.01). The addition of oils changed the profile of the majority of FA and decreased the
proportion of odd and trans FA except 19:0 and 18 carbons (p<0.001). The addition of CO
and LO generated an increase in the proportions (g/100g FA) of 18:111, 18:2¢9 111, and
18:210 12 and less increase for medium chain saturated FA compared to PKO (p<0.001).
The addition of C produced higher proportions of 18:1;1, 18:2.9 111 (p<0.001) and
decreased 18:2,4 .1» compared to LO. The inclusion of PKO to a mixture with CO or LO

produced higher proportions of 18:2.9¢12 and 18:3¢g 12 c15-
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sobre la fermentacion ruminal y perfil de acidos grasos en leche
The in vivo essay evaluated the effect of supplementation with 720 g of CO or its mixture
with PKO (75:25 CO-PKO) in cows grazing kikuyu on the production of CH,4, concentration
of VFA, milk production and its FA profile. The use of oils increased milk production (kg/d)
(C: 21.4, CO: 23.6 and CO-PKO: 23.9; p<0.01) and milk fat concentration (%) (C: 3.15,
CO: 3.40 and CO-PKO: 3.40; p<0.05). Concentrations of 18:2.9 11 Were higher for
treatments with oil (C: 0.68 vs. CO: 1.56 and CO-PKO: 1.01), being superior for CO
(p<0.01). The novo synthesized FA in milk were higher for C (C: 68.5, CO: 52.2 and CO-
PKO: 58.6; p<0.01). Oils addition reduced estimated CH, production (ml/produced mol)
(p<0.05). The replacement of 25% of CO with PKO increased the atherogenicity,
thrombogenicity index and reduced the proportions of 18:1;; and 18:2.9 (11 in milk. The
addition of oils to diets of grazing cows is an option to increase milk volume, changing its

FA composition and reduce the production of CHj.

Keywords: biohydrogenation (BH), conjugated linoleic acid (CLA), dairy cow,
degradation, methane (CHy)
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Introduccidén

Colombia aporta el 0.37% del total de gases de efecto invernadero (GEI) a nivel mundial
(IPCC, 2006). De los GElI, el metano (CH,4) es de gran importancia, ya que es producto de
la fermentacién entérica del alimento por parte de los rumiantes. Del total de emisiones de
GEI en Colombia, el CH,4 producido por los bovinos representa cerca del 47.5% (IDEAM
2007). Este gas constituye una pérdida energética en los sistemas de produccion, ya que
dependiendo de la composicion de la dieta, la produccién de CH, puede alcanzar hasta el
15% de la energia bruta consumida por el animal (Johnson y Johnson, 1995).

Sumado a la problemética ambiental asociada a los sistemas de produccion bovina,
existen ciertas reservas relacionadas al consumo de carne y leche proveniente de
rumiantes debido a la composicion de su grasa. Sin embargo durante las Gltimas décadas
se han identificado acidos grasos caracteristicos de la leche y carne de rumiantes que
pueden llegar a tener un efecto positivo sobre la salud humana. El 4cido trans-vaccenico
(18:1411) y el acido linoleico conjugado (18:2.9 11 ALC), isémero del &cido linoleico (18:2.9
c12) poseen efectos promisorios sobre la prevencion de enfermedades crénicas no

transmisibles.

La inclusién de grasa en dietas de vacas lecheras y su composicién de AG son un factor
determinante en la composicién de la leche y su perfil de AG (Khanal y Olson, 2004). La
inclusion de aceites ricos en &cidos grasos poliinsaturados como el linoleico (18:2.9c12) Y
linolénico (18:39 c12 c15) @aumentan las concentraciones lacteas de 18:1;1; y 18:2.9 111 ALC
comparado a otros aceites. Cuando se comparan aceites ricos en 18:2.9 .1 (Maiz, soya,

girasol) y 18:2.9¢12¢15 10S alimentos ricos en 18:2.9 .1, generan mayores incrementos en la
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concentracion de 18:2.91;1 ALC (Collomb, et al., 2004a; Collomb, et al., 2004b; Zhang, et
al., 2006; Bu, et al., 2007; Matsushita, et al., 2007; Stoffel, et al., 2015).

Las grasas y aceites también han sido utilizadas para disminuir la produccion de CH, en
los rumiantes y en sistema in vitro (Dong, et al., 1997; Machmdller, et al., 1998;
Machmdiller, et al., 2000; Beauchemin, et al., 2008, Martin, et al., 2010; Patra y Yu, 2013)
y algunos trabajos sugieren que la reduccién depende del perfil de AG de los mismos
(Beauchemin, et al., 2007; Beauchemin, et al., 2008; Patra, 2013; Patra, 2014). Las
adiciones de aceites ricos en &cidos grasos de cadena media saturados o sus formas
puras (ladrico -12:0- y miristico -14:0- principalmente) han generado mayores reducciones
en la produccién de CH, comparado con otros aceites y AG. Sin embargo, el uso de estos
aceites incrementa la concentracion de AG de cadena media (12:0 y 14:0) en la leche
(Storry, et al., 1971; Hermansen, 1995; Hristov, et al., 2009), los cuales si son consumidos
en exceso pueden generar problemas circulatorios en humanos favoreciendo la aparicion
de marcadores asociados al riesgo cardiovascular (Ulbricht y Southgate, 1991) como el
aumento del colesterol en sangre (Grundy, 1994; Mensink, et al., 2003) con un aumento
del riesgo de infarto (Khromhout, et al., 1995) e incremento de desérdenes

ateroscleréticos (Nicolosi, et al., 1997).

Teniendo en cuenta que los mecanismos que causan aumentos en la proporcion de
18:141; ¥y 18:2.9111 ALC en la leche y la disminucién de CH, debido a la adicion de aceites
con diferentes perfiles de AG son distintos, se podria hipotetizar la existencia de sinergias

(efectos asociativos positivos) con las mezclas de aceites respecto a sus formas puras.

Para probar esta hipétesis se realizaron dos experimento in vitro para determinar el efecto
de los aceites puros y sus mezclas sobre la fermentacion ruminal (experimento 1) y el
efecto sobre el perfil de AG de fluido ruminal (experimento 2). De los resultados obtenidos
en los experimentos 1 y 2 se seleccionaron los tratamientos que generaron las mejores
respuestas para ser probados en un ensayo in vivo (experimento 3). En el experimento 3
se determiné el efecto de la suplementacion con aceites de maiz y su mezcla con aceite
de palmiste sobre la fermentacién ruminal, produccion de leche y perfil de acidos grasos a

vacas en pastoreo.
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Resumen

El metano (CH,), un gas con potencial de calentamiento global es producido en el tracto
digestivo de los rumiantes y representa el 47.5% de las emisiones de gases de efecto
invernadero del sector agropecuario en Colombia. En la produccion animal en las ultimas
décadas se han identificado compuestos en la leche y carne de rumiantes con actividad

biol6gica como el acido trans-vaccénico (18:1.1;) y el acido linoleico conjugado (18:2. 111
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ALC). Teniendo en cuenta que la dieta es el factor mas importante en la modificacion del
metabolismo ruminal, la inclusién de aceites vegetales ricos en AG de cadena media
saturados en dietas de vacas lactantes puede disminuir la produccion de CH,4, asi como
aumentar las proporciones de 18:1;; y 18:2.91;1 ALC en la leche con el uso de aceites
ricos en AG poliinsaturados en la racion. Los mecanismos por los cuales los aceites
vegetales permiten alcanzar estas dos metas son diversos y dependen de su composicion
de AG.

Palabras clave: acido linoleico conjugado (ALC), biohidrogenacion (BH), emision,
inclusion, metano (CHy,)

Abstract

Methane (CH,), a global warming effect gas is a fermentation product of the diet in
ruminants in the digestive tract and represents 47.5% of the emissions of green house
gases in Colombian livestock sector. In recent decades, in animal production some
compounds present in the fat of milk and meat of ruminants with biological activity such as
trans-vaccenic acid (18:1,;;) and conjugated linoleic acid (18:2. 111 CLA) have been
identified. It is well known that the diet is the main factor that affects ruminal fermentation,
and the inclusion of oils rich in medium chain saturated FA in the diet of dairy cattle can
reduce CH, production as well as increase the proportions of 18:1;;; ¥ 18:2.9 11 CLA in
milk with the use of oils rich in polyunsaturated FA in the ration. The mechanisms by which

vegetable oils make these two goals possible are different and depend on its FA profile.

Key words: conjugated linoleic acid (CLA), biohidrogenation (BH), emission, inclusion,
methane (CH,)

Abreviaturas
AG: acido graso. AGV’'s: 4cidos grasos volatiles. ALC: &cido linoleico conjugado. BH:
biohidrogenacién. FDN: fibra en detergente neutro. MOD: materia organica degradada.

MS: materia seca. MSD: materia seca degradada. TMR: dietas totalmente mezcladas.
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1.1 Introduccién

El metano (CH,) producido por los rumiantes representa cerca del 47.5% de las emisiones
de gases de efecto invernadero del sector agropecuario colombiano (IDEAM, 2007). Este
gas representa una pérdida energética entre 2% y 15% de la energia bruta consumida por
el animal (Johnson y Johnson, 1995) la depende de la composicion de la dieta.

La inclusion de lipidos en la dieta de rumiantes modifica el perfil de acidos grasos (AG) de
la leche y de la carne y reduce la produccién de CH,, dependiendo de la composicion de
AG de los lipidos suplementarios (Machmiller, et al., 2006; Beauchemin, et al., 2008;
Patra, 2014; Stoffel, et al., 2015). Aceites vegetales ricos en AG poliinsaturados de
cadena larga como el linoleico (18:2¢9 ¢12) Y €l linolénico (18:3.9 ¢12 c15) pueden generar
mayores niveles de &cido ruménico (18:2.9 111 ALC) en la leche (Harvatine y Bauman,
2006; Stoffel, et al., 2015) y disminuir la produccién de CH, (Yabuuchi, et al.,, 2006;
Beauchemin, et al., 2007; Jouany, et al., 2008). Aceites ricos en AG de cadena media
(coco y palmiste), aumentan las concentraciones de los acidos laurico (12:0) y miristico
(14:0) en leche (Storry, et al., 1971; Hermansen, 1995; Hristov, et al., 2009) y disminuyen
la produccion de CH,4 (Beauchemin, et al., 2008; Zeits, et al., 2013). En esta revision, se
describe el efecto de la adicién de lipidos a la dieta sobre la fementaciéon ruminal, los
mecanismos por los cuales disminuyen la produccién de CH, y modifican el perfil de AG

de la leche.

1.2 Lipidos en la alimentacion animal

La adicion de lipidos a la dieta de rumiantes se ha empleado para aumentar la densidad
energética (Palmquist y Jenkins, 1980; Palmquist, 1996; Cullens, et al., 2004; Staples y
Cullens, 2005), disminuir la producciéon de CH, (Martin, et al., 2010; Hook, et al., 2010;
Patra, 2014), modificar el perfil de AG de los productos (Palmquist, 1996; Collomb, et al.,
2004a; Khanal, et al., 2008; Stoffel, et al.,, 2015) y aumentar la productividad animal
(Palmquist, 1996; Schroeder, et al., 2004; Cullens, et al., 2004; Staples y Cullens, 2005;
Homerosky, 2007). El efecto de los lipidos sobre la fermentacion ruminal y el perfil de AG
de la leche depende del nivel de aporte y perfil de AG de las grasas o aceites y del tipo de
suplementacion utilizada (grasas protegidas, semillas de oleaginosas, aceites) (Palmquist
1996; Hristov, et al., 2009; Stoffel, et al., 2015).
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El uso de lipidos o grasas crudas en la alimentacion de vacas lecheras (pastoreo o dietas
totalmente mezcladas -TMR- por su sigla en inglés) entre un 3-7% de inclusién puede
disminuir la concentracion de grasa lactea, la digestibilidad de la dieta, poblaciones
ruminales totales y especificas, el consumo y el volumen de leche (Palmquist, 1996;
Doreau, et al.,, 1993; Jordan, et al., 2006; Homerosky, 2007). A mayor grado de
insaturacion de las grasas, los efectos negativos pueden ser mayores (Palmquist, 1996;
Rabiee, et al., 2012). Se ha reportado un aumento de 1.1 kg/d de leche por unidad de
grasa suplementada en TMR (Rabiee, et al., 2012) y 1 kg/d de leche corregida por
energia en sistemas en pastoreo (Schrbeder, et al., 2004). Las inclusiones no deben
superar el 5-6% del total de la dieta (Palmquist, 1996; NRC, 2001; Schrbéeder, et al.,
2004).

Al adicionar lipidos insaturados a la raciébn de vacas lecheras se puede disminuir la
concentracion de la grasa lactea hasta un 30% en dietas de vacas lecheras (Garnsworthy,
1997; Bauman y Griinari, 2000; Bauman y Griinari, 2001; Chilliard, et al., 2001). La
inclusibn de dichas fuentes afecta la degradacion de la fibra, disminuyendo las
proporciones molares de los AG volatiles (AGV’s) acético y butirico, precursores de la
sintesis de novo de AG en la glandula mamaria (Schrbeder, et al.,, 2004). En dietas
deficitarias en grasa, se reportan aumentos de 0.3 unidades porcentuales de grasa lactea
con el uso de aceites de palma y coco respecto a un tratamiento control (3.99, 3.97 y
3.63% respectivamente) en vacas en dietas TMR (Storry, et al., 1967). Estos autores
concluyen que bajas proporciones de grasa en la dieta de vacas lecheras generan
menores porcentajes y producciones de grasa en leche, y que la sintesis y produccién de

esta se incrementa cuando la grasa de la dieta aumenta.

1.3 Produccidon entérica de CH,y

La produccion entérica de CH,; es el resultado de la fermentacion anaerdbica de los
componentes del alimento. Los microorganismos del rumen degradan las proteinas y
carbohidratos de la dieta a aminoacidos y azucares respectivamente. Estas moléculas
simples son posteriormente convertidas a AGV’s (acetato, propionato y butirato), CHy,
CO, e H" (tabla 1.1). El CH,4 es producido principalmente en el rumen (87%) y una menor

proporcion (13%) en el intestino grueso (Torrent y Johnson, 1994; Van Soest, 1994)



Capitulo 1 | 37

El CH, es sintetizado por las archaeas metanogénicas (Moss, et al., 2000; Martin, et &l.,
2010) que se encuentran asociadas a las particulas del alimento, a la superficie de los
protozoarios 0 en el interior de los mismos (Boadi, et al., 2004). Por medio de una relacion
simbidtica entre las archaeas metandgenicas y los protozoarios se puede generar hasta
un 37% de la produccion total de CH, en el rumen (Finlay, et al., 1994).

Tabla 1.1 Productos de la fermentacién ruminal (Beauchemin, et al., 2008)

Sustrato Producto
Carbohidratos Glucosa
Glucosa + 2H,0 Acetato (C,) + 2CO, + 8H"
Glucosa + 4H" Propionato (Cs) + 2H,0
Glucosa Butirato (C,) + 2CO, + 4H"
CO, + 8H" CH,4 + 2H,0

Los hidrégenos provenientes de la fermentacion ruminal pueden ser utilizados para la
sintesis de propionato o de CH,, por esta razon la proporciéon de estos compuestos en el

rumen es inversa.

La cantidad de CH, se puede estimar a partir de las proporciones molares de AGV’s
(Moss, et al., 2000; Ramin y Huhtanen, 2012). Los autores indican que las proporciones
molares de AGV’s afectan la cantidad de CH,4 producido, que los procesos de produccion
de acetato y butirato favorecen la produccién de CH, ya que aportan iones H* para su
sintesis, y que la produccion de propionato usa H* compitiendo con la sintesis de CH,
(tabla 1.2).

Tabla 1.2 Estimacién de la produccion de CH,

CH4 my= 0.45 C, —0.275 C;3 + 0.40 C,4 (Moss, et al., 2000)
CHy4 my= 22.4%(0.5%xC;, — 0.25xC3 + 0.50%C, — 0.25%Cs) (Ramin y Huhtanen, 2012)

1.4 Lipidos y produccion de CH,

Las relaciones que se establecen entre los microorganismos ruminales, el tipo de
fermentacion en el rumen y la cantidad de sustrato fermentable son fundamentales para el

desarrollo de estrategias que permitan mitigar la produccién de CH, (Hook, et al., 2010).



38 Efecto de la suplementacion de aceites vegetales y sus mezclas
sobre la fermentacion ruminal y perfil de acidos grasos en leche
Se han sugerido diferentes mecanismos asociados que explican la disminucion del CH4
con la inclusion de lipidos en la dieta como son: recubrimiento de los lipidos a las
particulas de fibra que impiden el ataque enzimético por parte de los microorganismos
(Palmquist, 1984; Dohme, et al., 2000); efectos téxicos sobre algunas poblaciones de
microorganismos (Nagaraja, et al., 1997; Machmdller, et al., 2003; Machmiuiller, et al.,
2006; Maia, et al., 2006; Margarida, et al., 2007; Yang, et al., 2009; Patra y Yu, 2013) y
modificaciones de la fermentacién ruminal debidas a cambios en las poblaciones
microbianas (Yabuuchi, et al., 2006; Martin, et al., 2010).

El efecto de la inclusion de lipidos en la dieta de rumiantes sobre parametros de
fermentacion ruminal ha sido documentado tanto en sistemas in vitro como in vivo
(Beauchemin, et al., 2008; Hook, et al., 2010; Afshar y Naser, 2011; Patra, 2014). Se
sugiere que el nivel de suplementacién lipidica es inversamente proporcional a la
produccion de CH,4 (Martin, et al., 2010). Se ha reportado que por cada unidad porcentual
de lipido suplementada del total de materia seca (MS) el volumen de CH, disminuye en
2.2 unidades porcentuales (Giger-Reverdin, et al., 2003; Eugene, et al., 2008) En vacas y
ovejas se han reportado reducciones del 5.6% y de 4.3% de CH, por unidad porcentual de

lipido suplementada en la racién (Beauchemin, et al., 2008; Patra, 2013; Patra, 2014).

1.4.1 Suplementacion con aceites

Ensayos in vitro

e Aceites de coco, palmiste 6 canola (53 g/kg de MS) disminuyeron la produccion de
CH,; (mmol g/ materia organica degradada -MOD-) en un 33, 24 y 4%. La menor
producciéon de CH, se explicé por una disminuciébn en las archaeas y los
protozoarios y a una menor degradacion de la FDN (52, 37 y 16% para palmiste,
coco o canola respectivamente) (Dohme, et al., 2000).

e Aceites de canola, higado de bacalao o coco disminuyeron la produccién CH,
(mmol/ g materia seca degradada -MSD) en 27, 30 y 59% para un heno de trigo y
pasto y 45, 57 y 85% para un concentrado. La degradacién de la MS y la FDN
disminuyeron 21 y 30 puntos porcentuales con el uso de aceite de coco en el

sustrato fibroso (Dong, et al., 1997).


http://www.sciencedirect.com.acces.bibl.ulaval.ca/science/article/pii/S1871141313002552#bib32

Capitulo 1 | 39

Tabla 1.3 Efecto antimetanogénico de los lipidos

Mecanismo Efecto Aceite vegetal AG mayor
Sustitucion de Disminucion de la
carbohidratos por fermentacion de la materia Todos -
lipidos organica’ 2
Reduccién de archaeas Coco 12:0-14:0
metanogénicos y Linaza 18:2c0 c12 015
H 3,4,5 6,7 ’
protozoarios Soya, maiz, girasol 18:2.0 12
Efecto antimicrobiano Disminucion de
microorganismos Coco 12:0- 14:0
ruminales® > %7’
Disminucion de bacterias Linaza 18129 12 c15
degradadoras de fibra® ® *° 7 ai

9 Soya, maiz, girasol 18:2c0 c1s

Coco 12:0 - 14:0
Aumento de la produccion Li
, de propionato™ *2 inaza 18:2¢9c12¢15
Cambios en la Sova. Maiz

fermentacion ruminal ya, 18:2qc12
BH de AG!3 Linaza 18:2¢9c12¢15

Soya, maiz, girasol 18:2.9 12

"Hook, et al., 2010; “Martin, et al., 2010; *Beauchemin, et al., 2008; “Soliva, et al., 2003;
*Machmiller, et al., 2006; °Dong, et al., 1997; ‘Palmquist y Jenkins, 1980; ®McGinn, et al.,
2004; °Beauchemin, et al., 2007; *°Patra y Yu, 2013; 'Boadi, et al., 2004; **Yabuuchi, et
al., 2006; “Ellis, et al., 2008

e Aceite de coco, semillas de colza, girasol o linaza disminuyeron la produccion de
CH4 por unidad MOD en 46, 18, 25 y 22% respectivamente (Machmdiller, et al.,
1998).

¢ Inclusiones crecientes de aceites de coco o de pescado disminuyeron linealmente
la produccion de CH,, degradacion de MS, FDN y cuadraticamente las poblaciones
ruminales (Patray Yu, 2013).

e El aceite de coco disminuy6 7 puntos porcentuales los gases de fermentacion con
respecto a aceites de palma, soya o palmiste. El aceite de palmiste a pesar de
tener un perfil de AG similar al de coco (altos niveles de 12:0 y 14:0) no gener6 el

mismo efecto, pero disminuyé la produccion total de CH,;, (10% con los dos
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aceites). Aceites de palmiste y coco favorecen la fermentacion propionica, con una
subsecuente disminucion de la produccion CH, (Yabuuchi, et al., 2006).

e La adicion de los AG 12:0 y 14:0 y sus mezclas en distintas proporciones
disminuyeron la produccién de CH, y el conteo de archaeas. El 12:0 puro generé
la mayor disminucion de CH,4 (96%) y de conteo de microorganismos, el 14:0 puro
no afect6 los parametros evaluados (Soliva, et al., 2003).

e En su revision, Martin, et al., (2010) reportaron que la adicion en la dieta de aceites
vegetales ricos en AG poliinsaturados tales como el 18:2.9 c1o ¥ 18:3c9 c12 c15
disminuye la produccién de CH,, en un 4.1% y un 4.8% respectivamente por
unidad porcentual de aceite suplementada.

o Enla comparacion de aceites ricos en AG poliinsaturados, recursos ricos en 18:3.9
c12 ¢15 han mostrado mayor potencial antimetanogénico que aquellos ricos en acido
18:2.9¢12 (Jouany, et al., 2008).

Ensayos in vivo

e El aceite de coco al 5.6% de la dieta de corderos disminuy6 la produccion de CH,
un 26% comparado a un control sin adicién de aceites y 19, 27 y 10% respecto a
las semillas de colza, girasol y linaza (Machmdiller, et al., 2000)

e La inclusién de acido miristico (14:0) a 5% en la dieta de vacas lecheras en un
sistemas de alimentacién con raciones totalmente mezcladas (TMR por sus siglas
en inglés) genera disminuciones de 36% de las emisiones totales de CH, (Odongo,
et al., 2007).

e Aceite de linaza al 8% en una dieta de vacas lecheras basada en forraje disminuyé
el consumo de MS un 26% y de la digestibilidad de la FDN en 12%. La produccion
de CH, (g/kg de FDN degradada) se redujo en 57% (Martin, et al., 2008).

e En novillos, el aceite de soya a un 6% de la dieta con 90% de concentrado redujo
37% la produccion de CH,, sin efectos sobre el consumo de materia seca (Jordan,
et al., 2006).

e El sebo o aceite de girasol a un 3.4% de la dieta redujeron las emisiones de CH,
(kg/kg de MSD) un 11% en novillas Angus (Beauchemin, et al., 2007).

e Aceites de soya, linaza o una mezcla 50:50 de estos aceites a un 4% de la dieta

de vacas lecheras disminuyeron el conteo de las bacterias degradadoras de la
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fibra y los protozoarios respecto a la dieta control sin grasa (3.25 x 10° vs 4.66 x
10% UFC/ml, y 9.04 x 10* vs 12.92 x 10* células/ml, respectivamente); el aceite de
linaza tuvo el mayor efecto sobre las principales bacterias fibroliticas en el licor
ruminal (Butyrivibrio fibrisolvens, Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus

flavefaciens) (Yang, et al., 2009).

El efecto reductor en la produccion de CH, de los lipidos depende de su composicién, ya
que los distintos AG disminuyen la produccién de CH, por mecanismos particulares.
Como se puede observar, la inclusién de lipidos en sistemas in vitro e in vivo genera una
disminucion sensible en la produccién de CH,4, siendo que las mayores reducciones se
encuentran asociadas a un mayor nivel de inclusién en la racién y a una mayor proporcién

de AG saturados de cadena media en los lipidos suplementarios.

1.5 Lipidos y salud humana

El uso de aceites vegetales como el de coco y palmiste en la alimentacién animal podria
tener un efecto negativo sobre la calidad de la leche en lo que respecta a la composicién
de AG y por lo tanto a su valor saludable. EI consumo elevado de estos recursos favorece
la aparicion de los &cidos 12:0 y 14:0 en leche (Storry, et al., 1971; Hermansen, 1995;
Hristov, et al., 2009). Estos AG estan relacionados con problemas de salud humana
(Ulbricht y Southgate, 1991) como el aumento del colesterol sanguineo (Grundy, 1994,
Mensink, et al.,, 2003), riesgo de infarto (Khromhout, et al., 1995) e incremento de
desordenes de tipo aterosclerotico (Nicolosi, et al., 1997). El incremento de los AG 12:0,
14:0 y 16:0 en la leche de vaca se debe a la transferencia de estos compuestos desde el
alimento, y su incremento en la grasa lactea esta relacionado positivamente con el
aumento de la inclusion y suplementacion de lipidos que los contienen (Storry, et al.,
1967; Hermahansen, 1995; Hristov, et al., 2009)

En contraste, la inclusion de fuentes lipidicas ricas en AG poliinsaturados pueden generar
perfiles de composicion de AG en la grasa lactea que resultan mas benéficos para la
salud humana. En efecto, el metabolismo ruminal y en glandula mamaria de dichos AG
favorecen la produccién de compuestos bioldgicos con promisorios efectos saludables
como los acidos transvaccénico (18:11) y el isbmero 18:2.91; del ALC en leche (Kelly, et
al., 1998; Dhiman, et al., 2000; Harvatine y Bauman, 2006; Collomb, et al., 2006). Estos
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AG han sido catalogados como funcionales por tener efectos anticarcinogénicos,

antidiabetogénicos, potenciadores del sistema cardiovascular, inmune y mejoradores del

sistema 0seo (Parodi, 1977; Banni y Martin, 1998; Belury, 1995; Houseknecht, et al.,

1998; Pariza y Hargreaves, 1985; Sebedio, et al., 1999; Akahoshi, et al., 2004; Lim, et al.,
2014).

Tabla 1.4 Efecto de distintos AG sobre salud humana (Williams, 2000; Fontecha, et al.,
2009)

AG Efecto Accion
4:0
6:0 Inerte -
8:0
10:0
12:0 Negativo ) .,
. . Cambio en la relacion colesterol
14:0 Negativo sanguineo/HDL
16:0 Negativo
18:0 Inerte -
18:1.9 Positivo Colesterol sanguineo
18:1i11 Positivo Multiples
18:2:9c12 Positivo Efectos sobre salud cardiovascular, sistema
18:2.9c12c15 Positivo Inmune
18:2¢9111 Pos!t!vo Mltiples
18:2110c12 Positivo

1.6 Biosintesis de 18:2.9111 ALC

Los is6meros de acido linoleico conjugado (ALC) son isémeros geométricos y
posicionales del 18:2.4 c1» quUe Se encuentran en mayores concentraciones en alimentos
provenientes de animales rumiantes (carne y leche). Del total de is6meros de ALC,
existen dos de ellos que han sido ampliamente reconocidos como moléculas de
importante actividad bioldgica: el 18:2.9111 ALC, el cual se encuentra en alta proporcién en
productos lacteos y carnicos provenientes de rumiantes y el 18:2yp c12, iSOmero
predominante en los suplementos comerciales de ALC y que aumenta en los productos
provenientes de sistemas donde la alimentacion de los rumiantes es rica en granos

(Bauman y Griinari, 2000; Bauman y Griinari, 2001).
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El 18:2.9111 ALC presente en la leche y carne de rumiantes proviene principalmente de: la
BH ruminal incompleta de los AG 18:2:9c10 ¥ 18:3¢9 c12 c15 (Mayoritarios en los forrajes) y la
conversion endogena del 18:1; por accion de la enzima A°-desaturasa en la glandula
mamaria y tejido adiposo (Chin, et al., 1992; Griinari, et al., 2000) (Figura 1.1). Los
microorganismos ruminales transforman los lipidos dietarios por medio de la lipdlisis y la
BH por accion de lipasas, fosfolipasas y galactosidasas producidas por bacterias y
protozoarios (Jensen, 2002; Moate, et al., 2008; Doreau y Chilliard, 1997), produciendo
galactosa, AG libres y glicerol (Jenkins, et al., 2008).

En la BH de los AG 18:2.9.12 Y 18:3c9¢12 c15 iNtervienen una serie de bacterias que acttan
de acuerdo al sustrato que utilizan durante dicho proceso. El grupo A que tiene la
capacidad de hidrogenar los AG poliinsaturados a 18:1;; (Vlaeminck, et al., 2008) vy
18:1.9 (Jenkins, et al., 2008) y el grupo B que hidrogena el 4cido 18:1;; a esteérico (18:0)
y el 18:24; .15 ALC a 18:1;;1 0 18:1.45 (Vlaeminck, et al., 2008). En la BH, se produce
inicialmente una isomerizacidn que origina varios compuestos cis y trans, entre los cuales
se encuentra el 18:2.9111 ALC y el 18:1;1; (Doreau y Chilliard, 1997; Ribeiro, et al., 2007),

principal precursor de 18:2.9111 ALC en tejido adiposo y glandula mamaria.

La BH del 18:3.9 .12 c15 CONsiste en la isomerizacién del enlace c12 a la posicién t11 o t13
(Jenkins, et al., 2008), generando el compuesto 18:3.9 w11 <15 (ROjas, et al., 2005);
posteriormente uno de los dobles enlaces es saturado para producir un 18:2,;; .15 ALC,
seguido de otra hidrogenacion, produciendo un isémero del 18:2 (Jenkins, et al., 2008) el
18:2111 ¢is15 ALC (Rojas, et al.,, 2005) o el 18:23 15 ALC, el cual es completamente
saturado para producir 18:0 como producto final (Jenkins, et al., 2008). La principal via de
BH del 18:2. 1> consiste en la isomerizacion inicial para producir 18:2.9 11 ALC, el cual
es biohidrogenado para producir acido 18:1;; para finalmente ser transformado a 18:0
(Moate, et al., 2008). El 18:1;;; se constituye en un intermediario comun de la BH
incompleta de los 18:2.9c12 ¥ 18:3¢9 c12 ¢15, Siendo el mas importante de los isomeros 18:1
(Doreau y Chilliard, 1997).
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Figura 1.1 BH ruminal de los AG vy sintesis endbégena del 18:2.4 11 ALC (Adaptado de
Harfoot y Hazlewood, 1998)

La produccion de AG insaturados es regulada por la actividad de la enzima A°-desaturasa
en la glandula mamaria y tejido adiposo de rumiantes (Corl, et al., 2001). Esta enzima
actia sobre diferentes sustratos incluyendo el 18:1;; convirtiéndolo a 18:2.9 111 ALC
(Ntambi, 1995), introduciendo un doble enlace cis en la posiciones c9 del AG. La mayoria
del 18:2.911 ALC en la leche (+/- 90%) se deriva de la desaturaciéon del acido 18:2,1; por
parte de la A°-desaturasa (Corl, et al., 2001; Bauman, et al., 2008), de tal manera que el
incremento en la cantidad de 18:1,;; que llega a la glandula mamaria tiene un efecto
positivo sobre la cantidad de 18:2.9 11 ALC en la leche (AbuGhazeleh y Jenkins, 2004;
Bauman, et al., 2008).

1.7 Aceites vegetales y produccion de 18:2.9111 ALC

La proporcion de 18:1,; y 18:2, 111 ALC en la grasa lactea esté relacionada con la
proporcion de AG presentes en los lipidos suplementados (Stanton, et al., 2003). Los
recursos ricos en 18:2.4 ¢1» generan mayores incrementos en la proporcion de 18:1,; y
18:2.9111 ALC en la leche comparados con los que tienen altas proporciones de 18:3:9 12
c1s Y 18:19 (Kelly, et al., 1998; Dhiman, et al., 2000; Stanton, et al., 2003; Collomb, et al.,
2004a; Collomb, et al., 2004b; Zhang, et al., 2006; Bu, et al., 2007; Matsushita, et al.,
2007; Stoffel, et al., 2015). Algunos autores sugieren que la produccion de 18:1;;; y 18:2
111 ALC es mayor cuando la adicion de lipidos se realiza con aceites puros comparado a

semillas de oleaginosas y que se encuentra una mayor proporcion de 18:1;;; en el rumen
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y de 18:2.9 111 ALC en leche (Collomb, et al., 2006). Sin embargo, Lock y Gansworthy,

(2002) encontraron que la suplementacion de aceites de soya, oliva, linaza, girasol o

semillas de colza generan proporciones similares de 18:2.1; en leche para los aceites

ricos en 18:2.9 1> (girasol, soya y maiz) y 18:3c9¢12¢15 (linaza).

1.7.1 Suplementacion con aceites

Ensayos in vivo

El suministro de aceite de girasol (53 g/kg de MS de la dieta) por 14 dias en vacas
lecheras generd una concentracion de 18:2.9111 ALC en leche de 24.4 mg/g grasa,
lo cual es significativamente superior a lo obtenido con inclusiones similares de
aceites de linaza y mani (16.7 y 13.3 mg/g grasa respectivamente) (Kelly, et al.,
1998).

El uso de semillas de oleaginosas como colza, girasol, y linaza produjo un
incremento en la proporcion de 18:2.4 17 ALC (g/100 g de AG) de 280% con la
suplementacion de 1.4 kg de semilla de girasol (15.46), 83% con 1 kg de semilla
de girasol (7.46), 34% con 1 kg de semilla de colza (5.47), 81% con 1.4 kg de
semilla de linaza (7.37) y 19% con 1 kg de semilla de linaza (4.85) respecto a una
dieta control (4.07) (Collomb, et al., 2004a; Collomb, et al., 2004b).

La sustitucion parcial de grano de maiz y torta de soya por distintas fuentes de AG
poliinsaturados (18% de soya cruda partida, 18% de soya tostada partida, 3.6% de
aceite de soya, 2.2% de de aceite de linaza y 4.4% de aceite de linaza) generd
mayores niveles 18:2. 1; ALC respecto a una dieta control sin aceite. Las
proporciones de ALC (g/ 100 g de AG dia) fueron de 16.9, 16.5, 12.5, 3.8, 8.1y
4.0 con aceite de soya, aceite de linaza al 2.2 y 4.4%, soya cruda partida, soya
tostada partida y control respectivamente (Dhiman, et al., 2000).

La sustitucion parcial del grano de maiz por aceite de soya (al 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0%)
y aceite de linaza (al 1%) en una dieta control produjo concentraciones de 18:2.9111
ALC (g/ 100 g de AG dia) de 4.8 en la dieta control, 7.1, 8.5, 13.8 y 18.1 en las
adiciones 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 de aceite de soya, y 7.5 en la suplementacion de

aceite de linaza en la grasa de leche bovina (Dhiman, et al., 2000).
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e Los aceites de maiz y girasol y su mezcla en una proporcién 50:50 generaron
mayores proporciones de 18:2.911; ALC respecto a otras suplementaciones (sales
de calcio de aceite de palma, aceite de palma puro y aceite de girasol rico en AG
oleico) y a un tratamiento control, con niveles hasta un 70% superiores (Stoffel, et
al., 2015).

e Aceite de maiz puro, una mezcla (50:50) de aceites de soya y linaza o aceite de
linaza puro generaron concentraciones (g/100 g de AG) de 6.19, 3.04 y 4.53 para
el 18:1,; y de 2.39, 1.60 y 1.81 para el 18:2.9 11 ALC respectivamente. El
tratamiento control sin adicion de aceite tuvo niveles de 1.48 y 0.64 para el 18:1;1;
y el 18:2.9111 ALC respectivamente (Bu, et al., 2007).

e La adicibn de aceite de maiz, linaza, palma, colza (rico en 18:1.5) 0 colza
modificada genéticamente (rico en 18:2.9 ¢12) genero producciones (g/d) de 18:2.
111 ALC de 33.93, 23.98, 16.25, 19.93 y 35.88 respectivamente. El tratamiento
control gener6 una produccién de 11.27 (He y Armentano, 2011).

e En ovejas, el reemplazo del concentrado con aceites vegetales de girasol 6 linaza
(260 y 300 g respectivamente) generd proporciones (g/ kg de AG) de 18:2.9 111
ALC e isdbmeros de ALC en leche para el aceite de girasol de 23 y 25 y para el
aceite de linaza de 15 y 17 respectivamente. El control sin adiciébn de grasa
produjo proporciones de 18:2.9 111 ALC e isébmeros de ALC de 10 y 11
respectivamente (Zhang, et al., 2006).

e Aceites de girasol, soya 0 canola al 3% de la dieta de cabras Saanen generaron
niveles de 18:2., 11 ALC en leche (g/100 g grasa) de 1.10, 0.92 y 0.84
respectivamente (Matsushita, et al., 2007).

e La inclusibn de 5% aceite de girasol, linaza, pescado a una dieta alta en
concentrado de vacas lecheras gener6 flujos al duodeno de la sumatoria de los
AG cisy trans 18:1 (g/d) de 322.6, 364.9 y 258.4 (Loor, et al., 2005).

Ensayos in vitro
e La adicibn de los AG 18:2.9 c12 ¥ 18:3c9 c12 c15 ¥ SUus mezclas en distintas

proporciones (100:0, 75:25, 50:50, 25:75 y 0:100) generd una mayor acumulacion

de 18:141; y 18:2.9 111 ALC en fluido ruminal comparado a un control sin adicién de
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aceite. Se presentaron mayores tasas de acumulacion de 18:1;1 y 18:2.9 11 ALC
para el 18:2.9 .12 comparado al 18:3.9.12 15 (Castillo, 2012).

e La adicion de 18:2.9.1> produjo el doble de 18:1;;; y de 18:2.91; ALC comparada a
la de 18:3.9c12 c15 (AbuGhazaleh y Jacobson, 2007).

e En contradiccion a lo anterior, Jouany, et al., (2007) encontraron que la inclusion
de 18:3.9 c12 c15 Produjo cerca de cuatro veces mas acido 18:1;;; que la de 18:2
c12, concluyendo que las rutas de BH del 18:2.9 (1> ¢15 fueron menos diversas,
representando la sumatoria de los AG 18:1;11 Y 18:2.9¢11 ALC hasta un 75% de los

intermediarios totales y en el caso del 18:2.9.1, un 50%

El efecto de la suplementacién de aceites vegetales sobre la produccion de los AG 18:14;
y 18:2.9 111 ALC tanto en sistemas in vivo como in vitro depende del perfil de AG de las
fuentes suplementadas. Las mayores concentraciones de 18:1i; y 18:2. 11 ALC se
producen cuando se suplementan aceites ricos en 18:2.9 .1, cOmparado con otros aceites
ricos en otros AG (18:3¢9 c12 15, 18:1c9, 16:0, entre otros). Sin embargo, algunos autores
han reportado efectos similares con las suplementaciones de alimentos o fuentes ricas en

18:2:9c12 0 18:3.9¢12¢15 SObra la produccion de 18:1411 y 18:2¢9111.

1.8 Conclusiones

Tanto en estudios in vivo como in vitro la inclusion de aceites o semillas de oleaginosas
en la dieta de los rumiantes o al sustrato modifica la fermentaciéon ruminal y los efectos
resultan dependientes de la proporciéon de los diferentes AG constitutivos. Aceites ricos en
AG poliinsaturados (soya, girasol, linaza, colza) disminuyen la produccién de CH, en el
rumen aungue en menor proporcién que los aceites con altas proporciones de AG
saturados de cadena media 12:0 y 14:0 (aceite de coco y palmiste). Aceites ricos en AG
poliinsaturados en la dieta aumentan la proporcién de 18:2.911 ALC en la leche y la carne
de rumiantes. Los alimentos con altos niveles de 18:2. .1» (girasol, maiz y soya)
aumentan el contenido de 18:2.9+1; ALC en leche comparados a otros aceites con altas

concentraciones de 18:39 12 c15 (linaza) y 18:1.9 (mani y colza).
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Resumen

Se determiné el efecto de la inclusion de aceites de maiz (M), linaza (L) y palmiste (P)
puros y sus mezclas sobre parametros de fermentacion ruminal en un sistema in vitro. Se
evaluaron un control sin adicién de aceite, los aceites puros y las mezclas M-L, M-P y L-P

a las proporciones 75:25, 50:50 y 25:75 para un total de 13 tratamientos. Cincuenta y dos
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botellas de vidrio de 100 ml con 350 mg de Cenchrus clandestinus y 150 mg de
concentrado, con o sin adicion de 15 pl de los aceites o sus mezclas fueron incubadas
con 50 ml de fluido ruminal y medio de cultivo en una relaciéon 1:4. Las botellas se
gasificaron con diéxido de carbono (CO,) e incubadas en un bafio de Maria a 39° C, con
agitacion manual cada dos horas. En cada una de las botellas se determiné la
degradaciéon de la materia seca (MS) y de la fibra en detergente neutro (FDN). La
produccién total de gas, metano (CH,;) y la concentracibn de CH,; se midi6 con
extracciones periodicas entre las 0 y 48 horas. La concentracion de acidos grasos (AG) y
acidos grasos volatiles (AGV) fue determinada por cromatografia de gases (CG). Se
empleé un modelo de bloques completamente al azar con contrastes ortogonales para
evaluar el efecto de los tratamientos sobre los pardmetros de la fermentacion in vitro y la
degradacion de la MS y la FDN. La adicion de aceites disminuy6 la degradacion de la MS
(%) (C: 70.3 vs adicion: 67.7; p<0.001), la FDN (%) (C: 50.3 vs adicion: 42.5; p<0.001), la
produccion total de gas (ml) (C: 118.6 vs adicion: 109.0; p<0.001), de CH, (ml) (C: 36.0 vs
adicion: 29.1; p<0.001) y el porcentaje de CH, (C: 30.3 vs adicion: 26.7; p<0.001). Los
aceites puros y sus mezclas no generaron respuestas diferentes sobre la mayoria de
variables, con excepcion de la degradacién de la FDN (Puros: 41.7 vs mezclas: 42.8;
p<0.05). La adicién de P comparada con M y L disminuy0 la degradacion de la MS (%) (P:
67.8 vs M y L 63.0; p<0.001), de la FDN (%) (P: 445 vs M y L 35.9; p<0.001), la
produccion de gas (ml) (P: 116.8 vs M y L 93.1; p<0.001), la produccion de CH, (ml) (P:
32.2vs My L 24.1; p<0.001) y la concentracion molar de AGV (mmol/l) (P: 81.65 vs M y
L: 77.7; p<0.01). La adicibn de L gener6 una mayor degradacion de la FDN (%)
comparado a M (42.8 vs 41.7; p<0.05). Las mezclas M-L comparadas entre si y las
mezclas M-P vs L-P no generaron respuestas diferentes en las variables evaluadas.
Proporciones crecientes de P en mezclas con M y L disminuyeron la degradacién de la
MS y de la FDN, la produccién de gas y CH,. La adicién de aceites en un sistema in vitro
disminuye la degradacion del sustrato y la produccion de gases de fermentacion. No se
presentaron efectos asociativos de las mezclas en la mayoria de las variables evaluadas.
La inclusion de P en una mezcla de aceites aun en bajas proporciones disminuye la

degradacion del sustrato y la produccion de gases de fermentacion.

Palabras clave: acidos grasos (AG), adicién, degradacion, metano (CH,), producciéon
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Abstract

The effect of the inclusion of corn oil (CO), linseed oil (LO), or palm kernel (PKO) and their
mixtures on ruminal fermentation parameters in a ruminal in vitro system was determined
A control without oil addition (C), pure oils and their mixtures CO-LO, CO-PKO and LO-
PKO in different proportions (75:25, 50:50 and 25:75), for a total of 13 treatments, were
evaluated. Fifty-two glass bottles of 100 ml with 350 mg of Cenchrus clandestinus and 150
mg of concentrate, with or without the addition of 15 ul of oils or their mixtures were
incubated with 50 ml of ruminal fluid and culture media in a 1:4 ratio. The bottles were
gasified with carbon dioxide (CO,) and incubated in a water bath at 39 ° C, with manual
agitation every two hours. The degradation of dry matter (DM) and the neutral detergent
fiber (NDF) was determined in each of the bottles. The total production of gas, methane
(CH,) production and CH,4 concentration were measured with periodic extractions between
0 and 48 hours. The concentrations of fatty acids (FA) and volatile fatty acids (VFA) were
determined by gas chromatography (GC). A completely randomized block model with
orthogonal contrasts was used to assess the effect of treatments on in vitro fermentation
parameters and the degradability of DM and NDF. The addition of oils decreased
degradation of DM (%) (C: 70.3 vs addition: 67.7; p<0.001), NDF (%) (C: 50.3 vs addition:
42.5; p<0.001), total gas production (ml) (C: 118.6 vs addition: 109.0; p<0.001), CH4 (ml)
(C: 36.0 vs addition: 29.1; p<0.001) and the percentage of CH, (C: 30.3 vs addition: 26.7;
p<0.001). Pure oils and their mixtures did not generate different responses on most
variables, with the exception of the NDF degradation (%) (Pure: 41.7 vs mixtures: 42.8;
p<0.05). The addition of PKO compared with CO and LO addition decreased degradation
of DM (%) (PKO: 67.8 vs CO and LO: 63.0; p<0.001), NDF (%) (PKO: 44.5 vs CO and LO:
35.9; p<0.001), gas production (ml) (P: 116.8 vs CO and LO: 93.1; p<0.001), CH,
production (ml) (PKO: 32.2 vs CO and LO: 24.1; p<0.001) and the molar concentration of
VFA’s (mmol/l) (PKO: 81.65 vs CO and LO: 77.7; p<0.01). The addition of LO generated a
greater degradation of NDF (%) compared to CO (42.8 vs 41.7; p<0.05). Mixtures of the
oils compared between then and CO-PKO mixtures vs LO-PKO did not generate different
responses in the evaluated variables. Growing proportions of PKO in CO and LO mixtures
decreased degradation of DM and NDF, gas and CH, production. The addition of oils in an
in vitro system reduces substrate degradation and gas production. Associative effects of
the mixtures were not presented in most of the variables evaluated. The inclusion of PKO
in a mixture of oils still in low proportions reduces the substrate degradation and

fermentation gas production.
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Abreviaturas

AG: &cido graso. AGV: &cidos grasos volatiles. BH: biohidrogenacion. C: control sin
inclusién de aceite. CG: cromatografia de gases. CNE: carbohidratos no estructurales.
EE: extracto etéreo. FDN: fibra en detergente neutro. FDNd: fibra en detergente neutro
degradada. FDA: fibra en detergente acido. L: aceite de linaza. L,sP;5: mezcla de 25% de
aceite de linaza y 75% de aceite de palmiste. LsoPso: mezcla de 50% de aceite de linaza y
50% de aceite de palmiste. L+sP2s: mezcla de 75% de aceite de linaza y 25% de aceite de
palmiste. M: aceite de maiz. M,sLss: mezcla de 25% de aceite de maiz y 75% de aceite de
linaza. MsoLsg: mezcla de 50% de aceite de maiz y 50% de aceite de linaza. MsLos:
mezcla de 75% de aceite de maiz y 25% de aceite de linaza. M,sP7s: mezcla de 25% de
aceite de maiz y 75% de aceite de palmiste. Ms,Pso: mezcla de 50% de aceite de maiz y
50% de aceite de palmiste. M;sP.s: mezcla de 75% de aceite de maiz y 25% de aceite de
palmiste. MS: materia seca. MSd: materia seca degradada. P: aceite de palmiste. PC:
proteina cruda.

2.1 Introduccidn

La fermentacién de la dieta es el principal factor que determina la produccion de metano
(CH,) en los rumiantes (Martin, et al., 2010). En la fermentacion ruminal se produce cerca
del 87% del CH, mientras que en la intestinal el restante 13% (Torrent y Johnson, 1994).
La inclusién de lipidos en la dieta de rumiantes disminuye la produccién de CH, en el
rumen mediante la reduccion de la degradacion de la materia organica, la modificacion de
las rutas metabdlicas de la fermentacién ruminal y cuando sustituye a los carbohidratos
disminuye la cantidad de energia disponible para el crecimiento microbiano (Giger-
Riverdin, et al., 2003; Boadi, et al., 2004; Hook, et al., 2010; Martin, et al., 2010; Afshar y
Nasser, 2012; Patra, 2014). Adicionalmente, los lipidos ricos en &cidos grasos (AG)
insaturados pueden actuar como receptores de hidrogeno en el rumen en el proceso de
biohidrogenacién (BH) (Ellis, et al., 2008; Martin, et al., 2010)

El perfil de AG de los lipidos pareceria tener relacion con la capacidad de reducir la

produccion de CH,4 en el rumen. En experimentos in vitro e in vivo se ha encontrado que
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la adicion de aceites con mayores proporciones de &cido laurico (12:0) y miristico (14:0)
como el de coco y palmiste reducen mas intensamente la produccion de CH, que los
aceites con altas proporciones de AG insaturados. Estos AG de cadena media
disminuyen el nimero de microorganismos, especialmente el de archaeas y protozoarios
en el rumen que han sido asociados a la produccién de CH, (Machmiller, et al., 2003;
Soliva, et al; 2003; Machmiller, et al., 2006; Patra y Yu, 2013). Otros trabajos han
reportado que los aceites vegetales ricos en AG poliinsaturados (linoleico 0 18:2.9 ¢12 ¥
linolénico 0 18:3.9¢12 c15) COMO el de maiz, soya, girasol y linaza también pueden tener un
efecto toxico sobre los microorganismos (Palmquist y Jenkins, 1980) disminuyendo la
produccién de CH,4 (McGinn, et al., 2004; Beauchemin, et al., 2007).

Nuestra hipétesis es que los mecanismos que causan la disminucién de CH, debido a la
adicion de aceites con diferentes perfiles de AG son distintos, por lo cual podriamos
encontrar sinergias (efectos asociativos positivos) cuando estos se mezclan. Esto es que
la reduccion del CH,4 debido a la mezcla sera mayor que el efecto de la sumatoria de las
reducciones parciales debida a los aceites puros. El objetivo de este ensayo fue
determinar el efecto de la adicibn de aceites vegetales (maiz, linaza o palmiste) y sus
mezclas a un sustrato (kikuyo + concentrado en una relacion 75:25) sobre la degradacion
de la materia seca (MS), fibra en detergente neutro (FDN), fibra en detergente &cido
(FDA), la produccion de gas y de CH,4 en un sistema in vitro.

2.2 Metodologia

Todos los procedimientos fueron avalados por el Comité de Bioética de la Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota
(Acta 04 del afio 2012).

2.2.1 Localizacion

El experimento se realizO en dos etapas. La primera constituyd en el analisis
composicional del forraje empleado, el concentrado y los aceites adicionados, la cual tuvo
lugar en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota, localizado a 4° 38’ 8” de latitud norte, 74° 4’ 58” de longitud oeste y a una altitud

de 2640 msnm y temperatura 14° C. La segunda etapa, correspondiente al desarrollo de
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la técnica de medicion de gases, se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Ruminal de
la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin, ubicado a 6° 13’ 55” de latitud norte y
75° 34’ 05” de longitud oeste, a una altitud de 1538 msnm y temperatura de 24° C.

2.2.2 Tratamientos

Los tratamientos evaluados consistieron en un control sin adicion de aceite y la adicién de
aceites vegetales puros o sus mezclas (tabla 2.1). Como sustrato a incubar se emple6 un
kikuyo (Cenchrus clandestinus) de 60 dias de rebrote, proveniente del Centro
Agropecuario Marengo de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, fertilizado
con el protocolo sugerido por Castro, et al., (2008), para gramineas en Sabana de Bogota
mas un concentrado (tabla 2.2). El forraje a incubar fue tomado siguiendo la metodologia
“Hand plucking” descrita por Cook, (1964) y secado a 60° C durante 48 horas y se molié
en un molino Romer® con una criba de 2 mm. El concentrado se procesé de la misma
forma que el forraje. La composicién del concentrado, los parametros de calidad del
mismo y del forraje y los perfiles en AG se presentan en las tablas 2.2, 2.3 y 2.4

respectivamente.

Tabla 2.1 Tratamientos

M L P
%

C 0 0 0
Moo 100 0 0
L10o 0 100 0
P1oo 0 0 100
M-sL o5 75 25 0
MsoLsg 50 50 0
Masl 75 25 75 0
M75P25 75 0 25
MsoPs0 50 0 50
Mys5P75 25 0 75
L75Pos 0 75 25
LsoPso 0 50 50
L2sP7s 0 25 75

C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste
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Tabla 2.2. Composicion del concentrado

Composicion

Ingrediente % de la MS
Torta de soya 44 38.10
Maiz amarillo 26.60
Harina de yuca 19.00
Melaza 10.00
Carbonato de calcio 3.96
Mogolla 2.30
Premezcla mineral 0.04

Tabla 2.3 Composicion quimica del forraje y concentrado

Concentrado Kikuyo
% de la MS
Proteina cruda (PC) 21.0 16.4
Fibra en detergente neutro (FDN) 17.3 48.8
Fibra en detergente acido (FDA) 5.5 21.3
Carbohidratos no estructurales (CNE)* 54.1 20.1
Extracto etéreo (EE) 0.6 3.4
Cenizas 7.0 11.3

'CNE=100-(FDN+PC+EE+cenizas).

Tabla 2.4 Composicion de AG de los alimentos utilizados (g/100 g de AG)

AG Kikuyo Concentrado
8:0 1.01 0,52
10:0 2.45 1.64
12:0 - -
14:0 - 1.05
14:1.9 - -
16:0 29.91 14.51
16:1c9 12.97 11.00
16:1 - -
18:0 - -
18:19 - 14.60
18:219112 - -
18:2:9c12 10.41 38.45
18:3c6 co c12 - -
18:3(;9 c12 c15 37.06 14.36
Otros 6.18 3.86

63
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2.2.3 Incubacion

Se utilizaron cuatro botellas de vidrio color &ambar de 100 ml por tratamiento (52) y cuatro
como blanco para un total de 56 botellas. Las 52 botellas que contenian 350 mg de kikuyo
y 150 mg de concentrado sin aceite (C) o con aceites o sus mezclas (15 ul) fueron
incubadas con 10 ml de fluido ruminal y 40 ml de medio de cultivo (Theodorou, et al.,
1994). El fluido ruminal utilizado se obtuvo de cuatro vacas Holstein que consumieron una
dieta consistente en kikuyo durante los 15 dias previos al ensayo. Cada botella se empled
como una repeticion para cada uno de los tratamientos. Las botellas se gasificaron con
CO,, se sellaron y se colocaron en un horno a 39° C, con agitacion manual cada dos
horas. El residuo de la fermentacion fue utilizado para calcular la degradaciéon de la MS y
de la FDN (AOAC, 2006; Van Soest, et al., 1991). A los tiempos 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48
horas se midié la produccion total de gas en cada una de las botellas (Theodorou, et al.,
1994) y se determiné la concentracién de CH, en el gas para la hora 48 por cromatografia
de gases (CG). En el sobrenandante a la hora 48 se determiné la concentracion de acidos
grasos volatiles AGV por CG y se midi6 el pH con un potenciémetro (Schoot Instruments®
Modelo 2006).

2.2.4 Analisis quimicos

El forraje y el concentrado se analizaron para MS, extracto etéreo (EE), cenizas, proteina
cruda (PC) (AOAC, 2006) FDN, fibra en detergente acido (FDA) (Van Soest, et al., 1991)
y los AG se cuantificaron por CG. Para los aceites y sus mezclas se determindé el perfil de
AG por CG.

2.2.5 Extraccion de AG

Los AG del forraje y concentrado se extrajeron por el método sugerido de Garcés y
Mancha, (1993) adaptado por Yamasaki, et al., (1999). Se pesaron 50 mg de forraje seco
0 concentrado, se agregaron 2150 pl de metanol absoluto, 990 ul de tolueno, 1000 ul de
N,N-dimetilformamida, 66 ul de &cido sulfarico al 99.9%, y 2 ml de n-hexano; la mezcla se
colocé en un bafio de Maria (2 horas a 80° C) y se dejo en reposo (5-10 minutos). El
sobrenadante se evaporé mediante corriente de N y la muestra seca se reconstituyé con
300 pl de diclorometano para su posterior analisis por CG. La extraccion de los AG en los
aceites y sus mezclas se realizé siguiendo el procedimiento descrito por Christie et al.,
(1993).
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Tabla 2.5 Perfil de AG de los aceites y sus mezclas (g/100 g de AG)

65

AG Moo L 100 P10o Myzslos ~ Msolsg  Maskzs  MzsPos  MsoPso  MasP7s  L7sPas LsoPso L2sP7s
12:0 0.00 0.01 35.29 0.05 0.01 0.01 8.40 17.65 25.47 7.83 17.65 26.07
14:0 0.13 0.11 11.61 0.10 0.12 0.12 2.91 5.87 8.74 2.99 5.86 8.74
14:1 0.03 0.03 0.02 0.01 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.03 0.03 0.02
16:0 11.80 7.81 9.21 10.48 9.81 8.81 10.67 10.51 9.86 8.16 8.51 8,86
16:1c 0.03 0.27 0.26 0.12 0.15 0.21 0.26 0.15 0.20 0.27 0.27 0.26
18:0 5.18 6.62 3.45 5.34 5.90 6.26 4.87 4.32 3.88 5.03 5.04 4.24
18:1¢9 20.66 22.97 17.54 21.33 21.82 22.39 19.65 19.10 18.32 21.61 20.26 18.00
18:2¢9c12 53.99 21.71 15.34 44.94 33.85 29.78 41.91 34.67 26.00 20.12 18.53 17.83
18:3c6coc12 0.26 0.01 0.02 0.17 0.14 0.07 0.15 0.14 0.08 0.01 0.02 0.02
18:3coc12c15 5.51 38.96 0.50 15.61 23.24 30.60 3.61 3.01 2.35 30.35 19.73 10.12
Otros 2.42 1.49 6.75 1.83 1.96 1.72 7.54 4.59 5.07 3.61 4.12 5.84

C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste.
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2.2.6 Cuantificacion de AG, AGVy CH,

Los AG, AGV y CH, se cuantificaron con un cromatégrafo de gases marca Shimadzu®
modelo GC-2014 con detector tipo FID. Se utilizdé helio como gas de arrastre con un flujo
de 40.4 psi.

AG

Se tomaron 200 pl de la solucion reconstituida con diclorometano. Se utilizé una columna
capilar de 100 m x 0.25 mm x 0.2 um. Rt 2560 (Restek®) con temperaturas del puerto de
inyeccién y del puerto de deteccion de 260° C y 270° C respectivamente. La temperatura
Inicial del horno fue de 140° C durante 5 minutos con un incremento de 4° C por minuto
hasta llegar a 190° C y se mantuvo asi hasta llegar a una duracion total de 60 minutos. Se
utilizé helio como gas de arrastre con un flujo de 40.4 psi (del inglés pounds-force per

square inch) y un Split ratio de 1:100. El volumen inyectado fue de 1pl.

AGV

Se tomaron 800 pl del fluido ruminal por botella y se les adicionaron 500 pl de solucion
desproteinizante, acidificante (100 g/l de acido metafosférico y 0.6 g/l de &cido croténico
como estandar interno, 4° C) y se centrifugaron a 13000 revoluciones por minuto 3 veces
para eliminar impurezas. Se utilizé6 una columna capilar de polietilenglicol de 25m x 0.32
mm x 0.5 um Agilent® HP-FFAP (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). La
temperatura del puerto de inyeccién fue de 260° C, de 280° C puerto de deteccién con
una duracion total de 10 minutos. Se utilizé helio como gas de arrastre con un flujo de 42

psi y un Split ratio de 1:50. El volumen inyectado fue de 1pl.

CH,

Se utilizé una columna capilar de 30 m x 0.53 mm x 50 um Agilent® HP-PLOT Molsieve
5A (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). La temperatura del puerto de
inyeccion fue de 100° C, la del puerto de deteccion 300° C durante 4 minutos. Como
estandar se utilizd una mezcla de nitrégeno, que contenia 10% de CH,. Se utiliz6 helio
como gas de arrastre con un flujo de 35.4 cm/segundo y un Split ratio de 1:50. Los
calculos finales de CH, se realizaron segun la metodologia descrita por Lépez y Newbold,
(2007).
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2.2.7 Disefio experimental
Se empled un disefio en bloques completamente al azar (Steel y Torrie, 1980) utilizando
el fluido ruminal proveniente de cada animal como factor de bloqueo. Se compararon los
efectos de los tratamientos sobre las variables de fermentacion ruminal. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando el procedimiento PROC GLM del sistema estadistico SAS,
(1998) segun el siguiente modelo:

Yijk  =pu+ Ai+ Tj+ eijk Donde:

Yij = es la lectura de la i-ésima botella en el j-ésimo tratamiento

v = es el promedio poblacional de la variable respuesta.

Ai = es el efecto del i-ésimo fluido ruminal (i=1, 2, 3, 4)

Tj = es el efecto del j-ésimo tratamiento (=1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13)

eilk = es el error asociado con la lectura del j-ésimo tratamiento en el i-ésimo fluido
ruminal

Se realizaron comparaciones de medias planeadas con un nivel de significancia del 5%
(tabla 2.6). El modelo cumpli6 con los supuestos de homogeneidad del material
experimental, que el error experimental es una variable aleatoria, independiente, con

distribucion normal, media igual a O y varianzas homogéneas.

Tabla 2.6 Contrastes ortogonales utilizados
Cvs (M, L, Pymezclas)

M, L y P vs mezclas
MyLvsP
Mvs L
Mezclas M-L vs mezclas M-P L-P
Mezclas M-P vs mezclas L-P
MzsL25 VS (Msolso MasL7s)
Msolso VS Masl7s
M75P25 Vs (MsoPso M2sP7s)
MsoPso VS M2sP7s
L7sP2s VS (LsoPso L2sP7s)
12 LsoPso VS LasP7s
C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste
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2.3 Resultados
2.3.1 Contraste 1 (Cvs M, L, Py mezclas)

La adicién de aceites y sus mezclas generaron menores valores en la degradacion de la
MS (DMS), de la FDN, el porcentaje y produccion total de CH4, CH, por g/MSD, vy
aumentaron la produccion de gas por unidad de FDN degradado (g/FDNd) respecto al

tratamiento C.

2.3.2 Contraste 2 (M, L y P vs mezclas)

Los aceites puros respecto a las mezclas generaron menor degradacion de la FDN.

2.3.3 Contraste 3(My L vs P)

El tratamiento P respecto a M y L disminuy6 la degradacién de la MS y la FDN, la
produccion total de gas y CHy, la produccion por g/MSd de gas y CH, y la concentracion
molar de AGV.

2.3.4 Contraste 4 (Mvs L)

La degradacion de la FDN fue menor para la inclusiéon de M respecto a L.

2.3.5 Contraste 5 (Mezclas M-L vs mezclas M-P L-P)

Las mezclas que incluyeron P disminuyeron la degradacion de la MS, de la FDN, las
producciones totales de gas, CHy,, y las producciones por g/MSd de gas y CH,.

2.3.6 Contraste 6 (Mezclas M-P vs mezclas L-P)

No se detectaron diferencias significativas en los parametros de fermentacion evaluados.

2.3.7 Contrastes 7 (M7sLos VS Msglso Y MosL7s)

No se presentaron diferencias significativas en los parametros de fermentacion evaluados.

2.3.8 Contraste 8 (MsoLlsg VS M5l 75)

No se presentaron diferencias significativas en los parametros de fermentacion evaluados.



Capitulo 2 69

2.3.9 Contraste 9 (M/5P25 VS Ms5oPso Yy MosP7s5)

Mayores proporciones de P (50 y 75%) en la mezcla adicionada al sustrato fermentado
generaron efectos negativos sobre la degradacion de la MS y FDN, disminucién en la
produccion total y por g/MSd de gas y de CH,.

2.3.10 Contraste 10 (M50P50 VS M25P75)

A una proporcién de 75% de P se disminuyeron la degradacion de la FDN, y la produccién
total y por g/MSd de gas.

2.3.11 Contraste 11 (L75P25 VS LgoPsg Yy L25P75)

Mayores proporciones de P en la mezcla adicionada (50 y 75%) generaron efectos
negativos sobre la degradacion de la MS y FDN, disminucién en la produccién total de gas

y CHy, produccion por g/MSd de gas y de CH,4, y una mayor proporcién de acido valérico.

2.3.12 Contraste 12 (L50P50 VS |_25P75)

Mayor proporcion de P en la mezcla adicionada generaron efectos negativos sobre la
degradaciéon de la MS y FDN, disminucidn en la produccién total de gas y CH,, produccién

de gas por g/MSd y una menor proporcién de acido valérico.

2.4 Discusion

Este trabajo se basé en la hipétesis de que los mecanismos que causan la disminucion de
CH, debido a la adicion de aceites con diferentes perfiles de AG eran distintos, por lo cual
se podrian encontrar efectos asociativos positivos sobre la reduccién de CH,; cuando
estos se mezclan. También se exploré el efecto de adicionar aceite de maiz, linaza o
palmiste y sus mezclas sobre la fermentacién ruminal con énfasis en la produccion de
CH,.
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Tabla 2.7 Efecto de la adicion de aceites de maiz, linaza, palmiste o sus mezclas sobre la fermentacion ruminal (promedios)

Tratamiento

H 1
Variable C  Mmw Lo Pio Mol Malo Mol MaPos MoPeo MaPre LisPs LoPoo LigPro o0
Degradacion (%)
MS 703 677 680 630 674 679 674 659 652 642 667 659 640 0.30
FDN 50.3 43.3 45.8 35.9 44.4 45,5 445 445 41.6 38.3 44.4 42.5 39.0 0.59
Produccion de gas
ml 119 117 117 93 115 115 116 113 107 98 113 107 98 1.25
ml/gMSd 351 359 358 308 355 354 357 355 342 319 352 339 317 2.92
ml/gFDNd 916 1055 991 1008 1007 9855 1015.6 984 1004 1006 990 981 975 9.68
Produccion de CH,
% de gas total 30.3 27.1 27.9 25.8 26.8 26.7 26.7 27.3 27 25.8 27.2 26.6 25.5 0.25
ml 36 32 33 24 31 31 31 31 29 25 31 29 25 0.53
ml/gMSd 107 97 100 80 95 94 95 97 91 82 96 90 81 1.38
ml/gFDNd 278 286 277 260 270 263 271 269 268 260 270 261 250 3.60
Fluido ruminal
pH 6.53 6.55 6.57 6.54 6.57 6.57 6.57 6.57 6.54 6.53 6.57 6.56 6.56 0.005
AGV (mmol/l) 80.2 81.6 81.7 77.7 82.0 82.4 82.6 81.6 81.1 80.0 81.6 81.1 80.8 0.35
Acético (%) 65.8 65.9 65.8 65.8 66.1 66.2 66.3 66.1 65.9 66.2 65.9 65.9 66.0 0.12
Propionico (%) 22.7 22.7 22.8 22.6 22.4 22.5 22.2 22.4 22.4 22.4 22.6 22.5 22.3 0.11
Butirico (%) 10.6 10.6 10.7 10.8 10.7 10.5 10.7 10.7 10.9 10.6 10.8 10.7 10.9 0.06
Valérico (%) 080 08 079 078 076 078 08 080 075 080 078 082 082 0.01
Acético:Propionico 2.9 2.9 29 29 29 2.9 2.9 2.9 2.9 2.9 2.9 2.9 2.9 0.02

C: Control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste. ‘Error estandar de la media
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Tabla 2.8 Efecto de la adicién de aceites de maiz, linaza, palmiste o sus mezclas sobre la fermentacién ruminal (probabilidades)

Contraste
Variable 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
P
Degradacion (%)
MS *kk NS *kk NS *kk NS NS NS * NS ** **
F D N *%k% * *k* * *k% N S N S N S *%k% *% *k% *k%
Produccion de gas
m I *kk N S *kk N S *k% N S N S N S *k% ** **k% **
g/MSd NS NS rrk NS ** NS NS NS *x * * *
g/FDNd *x NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Produccion de CH,
% Fork NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
ml *kk NS *kk NS *% NS NS NS * NS **% *
g/MSd Fork NS Foxk NS * NS NS NS * NS * NS
g/FDNd NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Fluido ruminal
pH NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
AGV (mmoll/l) NS NS *x NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Acético (%) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Propidnico (%) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Butirico (%) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Valérico (%) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS * *
Acético:Propidnico NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.1: Cvs (M,LyP); 2: M,Ly P vs Mezclas; 3: MyL vs P; 4: M
vs L; 5: Mezclas M-L vs Mezclas M-P L-P; 6: Mezclas M-P vs Mezclas L-P; 7: Mss Lys vS (Msglso MasLs); 8:
Msolso VS MasLzs; 9: M7sPas VS (MsgPsg M2sP7s); 101 MsgPsg VS MosP7s; 11: L7sPas VS (LsoPso LasP7s); 12t LsgPso Vs
I—25P75
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2.4.1 Control vs adicion de aceites

Similar a lo reportado en otros trabajos (Machmdller, et al., 1998; Dohme, et al., 2000;
Yabuuchi, et al., 2006; Patra y Yu, 2013) la adicion de aceites disminuyé la degradacion in
vitro de la MS (4.7%), de la FDN (7.7%), la produccion total de CH,4 (12%), la produccion
de CH,4 por gMSd (14%) y la proporcion de CH, del total de gases de fermentacion (12%)
(figura 2.1). Se han sugerido diferentes mecanismos asociados capaces de explicar esta
disminucion de CH, como son: limitaciones de tipo fisico debido al recubrimiento de los
lipidos a las particulas de alimento que impiden el ataque enzimético por parte de los
microorganismos (Palmquist, 1984; Dohme, et al., 2000).; efectos toxicos de lo AG sobre
algunas poblaciones de microorganismos (Nagaraja, et al., 1997; Machmdiller, et al., 2003;
Machmdiller, et al., 2006; Margarida, et al., 2007; Yang, et al., 2009; Patra y Yu, 2013) y
modificaciones en los patrones de fermentacién debidos a cambios en las poblaciones
microbianas (Yabuuchi, et al., 2006; Martin, et al., 2010). En nuestro trabajo la adicién de
aceites redujo la degradacion de la MS, la degradacion de la FDN en ausencia de toda
moadificacion en la concentracion de AGV o de sus proporciones molares. Este resultado
sugeriria que el principal mecanismo asociado a la reduccién de la producciéon de CH,
seria un efecto toéxico sobre las poblaciones microbianas que explicarian las

disminuciones de la degradacion de la MS y la FDN.

Cuando la produccion de CH,; se expresé por unidad de FDN degradada no hubo
diferencias entre el control (sin adicion de aceites) y el grupo con adicién de aceites. Esto
sugeriria que es la degradacién de la MS la que explicaria principalmente las diferencias
en la produccion de CH,; con la adicion de aceites y que estos inhibirian a los
microorganismos degradadores de la MS. Algunos trabajos sugieren que los lipidos tienen
efectos téxicos sobre las poblaciones de microorganismos fibroliticos (McGinn, et al.,
2004; Beauchemin, et al., 2007; Margarida, et al., 2007). Sin embargo, otros trabajos
sugieren que el efecto téxico no solo se da sobre esta poblaciones (Soliva, et al., 2003;
Machmdller, et al., 2006; Dong, et al., 2007; Patra y Yu, 2013).

La proporcion de CH, dentro del total de gases producidos se redujo con la adicion de
aceites (figura 2.1c), similar a lo reportado por otros autores (Dong, et al., 1997; Patra y
Yu, 2013). Esta disminucién se podria explicar por un efecto antimicrobiano de los aceites

sobre poblaciones que se encuentran vinculadas a la sintesis de CH, La menor
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proporcion de CH, también indicaria que la produccion de otros gases como el hidrogeno
(H,) y el diéxido de carbono (CO;) formaron una mayor proporcion del gas producido. Sin
embargo, solamente un aumento de H, en el gas total o0 una menor disponibilidad de H,
para la reduccion del CO, explicarian una reduccion en la sintesis de CH, cuando las
concentraciones y las proporciones molares de AGV no se modifican como lo ocurrido en
nuestro experimento. Para los tratamientos con aceites poliinsaturados, una disminucion
en la disponibilidad de H, podria explicarse por un uso parcial de este en el proceso de
BH de los AG (Ellis, et al., 2008). Esta seria una explicacion menos relevante para el caso
de P debido a que su grado de insaturacion es muy inferior al de los otros dos aceites. Es
mas, Van Soest, (1994) sugiere que el uso del H, en los procesos de BH es menor y que
estos podrian ir a otras rutas fermentativas, incluyendo la sintesis de propionato. Cuando
el propionato no aumenta como en nuestro ensayo, el H, podria ser utilizado para la
reducciéon de nitrato (NOs), la sintesis de proteina microbiana, la reduccion de sulfatos o
haber sido expulsado en forma gaseosa (Van Soest, 1994). Es poco probable que bajo las
condiciones del presente experimento se aumente la sintesis de proteina microbiana, ya
que se redujo la degradacion de la MS, y la fibra comprometiendo la energia disponible
para su sintesis. Por lo tanto, puede especularse que lo mas probable es que haya
aumentado la produccion de H, gaseoso.

En nuestro ensayo, la concentracion molar de AGV no disminuyd con la inclusion de
aceites a pesar de una menor degradacion de la MS y de la fibra. Esto podria explicarse
porque los aminoacidos no usados para la sintesis de proteina microbiana debido a una
menor disponibilidad de energia serian fermentados a AGV, amonio y CO,. El efecto
nocivo de los aceites sobre los microorganismos ha sido ampliamente documentado
(Soliva, et al., 2003; Machmuiller, et al., 2006; Dong, et al., 2007; Patra 'y Yu, 2013).
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Figura 2.1 Promedio de: a) Degradacion de la MS (DMS), y del FDN (DFDN); b)
Produccion total de gas y CHy; ¢) Proporcion de CHy4; d) Produccion de gas por FDN
degradada y Produccion CH, por unidad de MS degradada para el tratamiento control (sin
adicion de aceites) y los tratamientos con adicion de aceites puros (maiz -M-, linaza -L- y
palmiste -P-) y sus mezclas

2.4.2 Aceites puros vs mezclas

Contrario a la hipétesis original del presente trabajo, los aceites puros no generaron
respuestas diferentes respecto a sus mezclas en la mayoria de los parametros de
fermentacion ruminal evaluados, con la excepcion de la degradacion de la FDN. Esto
sugiere ausencia de efectos asociativos (positivos 0 negativos) de mezclar aceites con
diferente perfil de AG sobre la mayoria de las variables evaluadas. En el caso de la
degradacion de la fibra, mezclar los aceites produjo un efecto positivo, puesto que la fibra
en los tratamientos con aceites mezclados present6 en promedio una mayor digestibilidad
gue cuando se adicionaron los aceites puros. Los mayores valores de digestibilidad para
la fibra observados al compararlos con los valores de digestibilidad esperados (teniendo

en cuenta las respuestas observadas en los aceites puros) sugeririan que las mayores
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diferencias se presentaron en los tratamientos con las mezclas que contenian P (datos no
incluidos). Para estas mezclas, la digestibilidad de la fibra fue superior a la esperada.
Contrariamente a lo aqui observado, varios autores han reportado tanto en experimentos
in vitro e in vivo que los aceites con alto contenido de AG saturados de cadena media
como el 12:0y el 14:0 tienen un efecto mas deletéreo sobre la degradacion de la fibra que
aceites ricos en AG poliinsaturados (Dong, et al.,, 1997; Machmdller, et al., 2000;
Machmdiller, et al., 2003, Beauchemin, et al., 2008; Martin, et al. 2010; Patra y Yu, 2013;
Patra, 2013; Patra, 2014).

Se sabe que la toxicidad de un compuesto varia de acuerdo a su concentracion. Bajas
concentraciones pueden no ser téxicas y en algunos casos pueden inclusive tener efectos
positivos (Henderson, 1973). Una mayor digestibilidad de la fibra en las mezclas que en
los aceites puros sugeriria que los mecanismos de toxicidad de cada uno o de por lo
menos uno de los aceites es diferente y que cuando se mezclan las menores
concentraciones de uno o de varios de ellos tendrian efectos menos toxicos que cuando

se dan en forma pura. Es decir, se genera un efecto de dilucién de los AG mas toxicos.

50,0 1

p<0.05

45,0 ~
40,0 ~

35,0 1

HPuros

%

30,0 -
u

250 - Mezclas
20,0 -

15,0 1

10,0 -
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Figura 2.2 Promedio de la degradacion de la FDN (DFDN) para los tratamientos con
aceites puros (maiz -M-, linaza -L- y palmiste -P-) y las mezclas de aceites

2.4.3 Aceites ricos en AG poliinsaturados (M y L) vs aceite rico en
12:0 (P)
De los aceites utilizados, P fue el aceite que redujo en mayor grado la fermentacién y la

produccion de CH, (Figura 2.3). Varios autores han reportado que aceites ricos en AG de
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cadena media saturados (12:0 y 14:0) tienen un mayor impacto sobre la fermentacion
ruminal que otros aceites (Eugene, et al., 2008; Beauchemin, et al., 2008; Matrtin, et al.,
2010; Patra y Yu, 2013; Patra, 2013; Patra, 2014), debido al efecto toxico de estos AG
sobre las poblaciones ruminales (Machmiiller, et al., 2000; Machmdiiller, et al., 2003;
Machmdller, et al., 2006; Beauchemin, et al., 2008). Este efecto es mayor para los
microorganismos fibroliticos (Palmquist y Jenkins, 1980; Martin, et al., 2010) y los
asociados a la metanogénesis como las archaeas y protozoarios (Machmiller, et al.,
2003) que se evidencia con una menor produccién de gases de fermentacion (Dong, et
al., 1997; Yabuuchi, et al., 2006). Existen reportes que indican que el aceite de linaza
puede generar efectos negativos sobre la fermentacién ruminal similares al de coco

(Newbold, et al., 1996; Machmdiller, et al., 1998) que tiene un perfil similar a P.

En nuestro ensayo, P redujo en mayor grado la produccion de CH, comparado a L y M
(Figura 2.3) sugiriendo que el 12:0 y 14:0 son mas eficientes para disminuir la produccién
de CH, que los AG poliinsaturados. Cuando la produccién de CH, es expresada por
unidad de fibra degradada no se encontraron diferencias entre los tratamientos por lo cual
se podria argumentar que el mecanismo que explica la reduccion del CH, por los aceites
estaria principalmente asociado a la reduccién de la degradacién de la MS. Se han
sugerido diferentes mecanismos de cdmo los lipidos podrian reducir esta degradacién
como son 1) el recubrimiento de los lipidos a las particulas de sustrato que impiden el
atague enzimatico por parte de los microorganismos (Palmquist, 1984; Dohme, et al.,
2000) y 2) reduccion de algunas poblaciones de microorganismos (Nagaraja, et al., 1997;
Machmdller, et al., 2003; Machmdiller, et al., 2006; Margarida, et al., 2007; Yang, et al.,
2009; Zeits, et al.,, 2013; Patra y Yu, 2013). Algunos autores han sugerido que otro
mecanismo por medio del cual las grasas podrian disminuir la produccién de CH, esta
asociado a modificaciones de la fermentacion ruminal por cambios en las poblaciones
microbianas particularmente aumentando las proporciones molares de propionato
(Yabuuchi, et al., 2006; Martin, et al., 2010). En nuestro experimento todos los aceites
redujeron las concentraciones de AGV pero no modificaron las proporciones molares
entre ellos (tablas 2.7 y 2.8). La concentracion molar de AGV se redujo mas con la adicién
de P que con My L (Figura 2.3), lo cual se explica por una menor degradacion de la MS y
de la FDN debido al mayor efecto toxico de P respecto a los otros aceites. Otros autores

también han reportado mayores reducciones en la concentracion de AGV con el uso de
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aceites ricos en AG de cadena media comparado con otros aceites (Dong, et al., 1997;
Machmdller, et al., 2000).
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Figura 2.3 Promedio de: a) Degradacion de la MS (DMS) y de la FDN (DFDN); b)
Produccion total de gas y CHy; ¢) Produccion de gas por MS degradada y Produccién CH,
por unidad de MS degradada; d) Concentracién molar de AGV para el promedio de los
tratamientos de aceite de maiz (M) y aceite de linaza (L) y el promedio del tratamiento con
aceite de palmiste (P)

2.4.4 Aceite rico en 18:2.9.12 (M) vs aceite rico en 18:3.9¢12¢15 (L)

En nuestro experimento los aceites M y L generaron respuestas similares en la mayoria
de las variables evaluadas, con excepcion de las degradaciones de la FDN (figura 2.4). El
tratamiento L generé una mayor degradacion de la fibra, lo que sugiere un posible menor
efecto del 18:39 12 c15 (Mayoritario en L) sobre microorganismos fibroliticos respecto al
18:2.9 ¢12 (mayoritario en M). Otros autores han reportado que la degradacion de la MS y
de la fibra in vitro con la adicion de aceite de linaza (rico en 18:3.9 .12 c15) fue mayor que
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con el de soya (alta proporcidon de 18:2.4.12) Y Similares a un control sin grasa (Vargas, et
al., 2011). Machmdiller, et al., (2000) reportaron valores mayores para la degradacién de
la FDN in vivo cuando se suplementd aceite de linaza que cuando se suplementa con
aceite de girasol (rico en 18:2.9 ¢12) (47.7 vs 41.7%). Sin embargo, en el estudio
previamente citado esas diferencias no resultaron estadisticamente significativas. Un
menor impacto negativo como consecuencia de la adicion de linaza (un aceite altamente
insaturado) respecto al de maiz (menos insaturado) contradice la hipétesis tradicional que
postula que al aumentar el grado de insaturacion de los AG de cadena larga se afecta de
manera mas importante la fermentacién ruminal (Palmquist, 1980; Palmquist y Jenkins,
1984). Dichos efectos han sido tradicionalmente evaluados en sistemas de produccion
basados en dietas TMR, las cuales resultan formuladas con altas proporciones de
alimentos que contienen 18:2.4 .12 (granos, ensilaje de maiz, tortas de oleaginosas). En
los sistemas pastoriles, el forraje constituye el componente principal de la dieta, con
menores niveles de AG los que resultan a su vez altamente insaturados con importantes
proporciones de 18:3.9 12 c15. (Dewhurst, et al., 2001; De la Vega, 2011; De la Vega,
2012). En estas condiciones puede especularse que los microorganismos del rumen
estan naturalmente adaptados al 18:3.9 c12 c15 ¥ SUs productos de BH y no al 18:2.9 .12 ¥
sus productos de BH. Las rutas metabdlicas de estos dos AG no son sensiblemente
diferentes, pero el 18:2. .1» produce mayores acumulaciones de 18:1y11 ¥ 18:2.9 111
conjugado que el 18:3.9 1> c15. Adicionalmente este Ultimo tiene mas intermediarios que
posiblemente son menos toxicos o al producirse mayor cantidad de compuestos a
menores concentraciones no se alcanzan los niveles que generarian toxicidad en los

microorganismos.

500 1 p<0.05

45,0 -
40,0 -
35,0 -

L 30,0 =M

25,0 L

20,0 -

15,0 -

10,0 -
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Figura 2.4 Promedio de la degradacion de la FDN (DFDN) para el tratamiento con aceite
de maiz (M) y el tratamiento con aceite de linaza (L)
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2.4.5 Mezclas de aceite ricos en AG poliinsaturados (M-L) vs

mezclas que contienen AG poliinsaturados y 12:0 (M-P y L-P)

Las respuestas observadas de las mezclas se explicaron principalmente por el efecto de
la sumatoria parcial de los efectos principales de los aceites puros. Esto sugiere que no
hubo interacciones debido a la mezcla de aceites y que la respuesta en los parametros de
fermentacion podria predecirse por la participacion de cada AG en la mezcla. En este
sentido, y en coherencia a los resultados expuestos previamente, las mezclas que
contenian P comprometieron mas la degradacion ruminal de la MS y de la fibra que
aqguellas que no lo contenian (figura 2.5). Como se ha discutido previamente, los aceites
ricos en 12:0y 14:0 y sus formas puras han sido reportados como nocivos para diferentes
poblaciones de microorganismos asociados a la fermentacién y a la produccién de CH,
comparados con aceites ricos en AG poliinsaturados (Henderson, 1973; Tesfa, 1993;
Machmdiller, et al., 2000; Machmdller, et al., 2006; Eugene, et al., 2008; Beauchemin, et
al., 2008; Martin, et al., 2010; Patray Yu, 2013; Patra, 2013; Patra, 2014).
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Figura 2.5 Promedio de: a) Degradacion de la MS (DMS) y de la FDN (DFDN); b)
Produccion total de gas y CHy; c) Produccion de gas y CH, por unidad de MS degradada
para los tratamientos de mezclas de aceite de maiz y aceite de linaza (M-L) y los
tratamientos con mezclas de maiz y palmiste (M-P) y linaza y palmiste (L-P)
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2.4.6 Mezclas de aceite rico en 18:2.9 1> Y aceite rico en 12:0 vs
mezclas de aceite rico en acido 18:3.9 12 c15 Y aceite rico en 12:0
(Mezclas M-P vs mezclas L-P), Mezclas ricas en 18:2.9 1o Y 18:3¢9

c12 c15 (M7sL25 VS Msglsg Y Maslzs; Msolso VS Masl75)

Una de nuestras hipotesis era que mezclar los aceites generaria respuestas diferenciales
debido a que su composicién de AG era diferente. Sin embargo, mezclar M o L con P no
produjo diferencias en la fermentacion o la produccion de CH,. Lo mismo ocurrié cuando
se compararon diferentes proporciones de mezclas de M con L. Kim, et al., (2007)

tampoco encontraron diferencias en la digestibilidad de la dieta y el perfil de AG en el

fluido ruminal al alimentar carneros con dietas que variaban en las relaciones de ® 3: ® 6.

2.4.7 Mezclas ricas en 18:2.9.1» Y 12:0 en diferentes proporciones
(M75P25 VS MsoPso Y MasP7s; MsoPso VS MasP7s)

Se encontré una menor degradacion de fibra, menor produccion de gas y CH,4 al aumentar
la participacion de P en la mezcla con M (figuras 2.6 y 2.7). Esto se explica por un mayor
efecto del 12:0 y 14:0 vs el 18:2.9 .1» Ssobre los microorganismos fibroliticos vy

metanogénicos (Henderson, 1973; Tesfa, 1993; Soliva et al., 2003; Beauchemin, et al.,
2008; Martin, et al., 2010; Patra y Yu, 2013; Patra, 2013; Patra, 2014).
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Figura 2.6 Promedio de: a) Degradacion de la MS (DMS) y de la FDN (DFDN); b)
Produccion total de gas y CHy; ¢) Produccion de gas y CH,4 por unidad de MS degradada
para los tratamientos con maiz:palmiste (MssPx) y para los tratamientos con
maiz:palmiste (MsoPso) Yy maiz:palmiste (M,sP7s)
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Figura 2.7 Promedio de: a) Degradacién de la FDN (DFDN); b) Produccion total de gas y
¢) Produccién de gas por unidad de MS degradada para los tratamientos los tratamientos
con maiz:palmiste (MsoPs) Y maiz:palmiste (MsPs)
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2.4.8 Mezclas ricas en 18:3. c12 c15 ¥ 12:0 en diferentes
proporciones (L7sP2s5 VS LsoPso Y L2sP7s; LsoPso VS L2sP7s)

La menor produccion total de gas, CH, y proporcion de acido valérico (mmoles/100
mmoles de AGV) observada con la participacion creciente de P en las mezclas (figuras
2.8 y 2.9) se deberia a un mayor efecto del 12:0 y 14:0 vs el 18:3¢9 c12 ¢c15 Sobre los
microorganismos fibroliticos y metanogénicos (Henderson, 1973; Tesfa, 1993;
Machmdiller, et al., 2000; Machmdller, et al., 2006; Eugene, et al., 2008; Beauchemin, et
al., 2008; Martin, et al., 2010; Patra y Yu, 2013; Patra, 2013; Patra, 2014). Si bien, la
proporcién de acido valérico estuvo afectada por las proporciones de P en la dieta, sus

cambios no revisten importancia biologica.
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Figura 2.8 Promedio de: a) Degradacion de la MS (DMS) y de la FDN (DFDN); b)
Produccion total de gas y CHy; ¢) Produccion de gas y CH,4 por unidad de MS degradada
d) proporcion de &cido valérico para los tratamientos con linaza:palmiste (L;sP2s) y para
los tratamientos con linaza:palmiste (LsoPso) Y linaza:palmiste (LosP7s)
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Figura 2.9 Promedio de: a) Degradacion de la MS (DMS) y de la FDN (DFDN); b)
Produccion total de gas y CHy; ¢) Produccion de gas por unidad de MS degradada; d)
proporcion de &cido valérico para los tratamientos con linaza:palmiste (LsoPso) VY
linaza:palmiste (L,sP7s)

2.5 Conclusiones

La inclusién de aceites vegetales al 3% de la MS del sustrato incubado con diferentes
perfiles de AG en un sistema ruminal in vitro disminuy6 la degradacion de la MS, la fibra,
la produccién de gas y de CH,. El P (rico en 12:0 y 14:0) generd una mayor disminucion
en la degradacion de la MS, de la fibra y la produccién de gas y CH, comparado al M (rico
en 18:2.9 c12) y al L (rico en 18:3.9 ¢12 c15) debido a un mayor efecto antimicrobiano. La
degradacion de la fibra presentd un efecto asociativo positivo para las mezclas
comparadas con los aceites puros explicados por la dilucion de los AG més toxicos (12:0
y 14:0). La inclusion de P en una mezcla de aceites aun en bajas cantidades es un
mecanismo potente para la disminucion de la degradacion de la MS, de la fibra, la
produccion de gas y CH,. Sin embargo, esta reduccion en la degradacion de la MS y la
consecuente disminucion en la produccion de CH, con la adicion de P tendrian
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probablemente impactos negativos sobre la productividad animal que merecen ser

evaluados experimentalmente.

2.6 Agradecimientos

A la Direccion de Investigacion de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogoté por
el apoyo econémico para la elaboracion de este trabajo. Al Laboratorio de Nutricion
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia -UNAL Bogotéa-, al
Laboratorio de Biotecnologia Ruminal -UNAL Medellin- y al Grupo de Investigacion en
Nutricibn Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia -UNAL Bogota-
por su apoyo en los andlisis de laboratorio.

2.7 Referencias bibliograficas

AFSHAR, M.A. y NASER, M.S. 2011. Factors affecting mitigation of methane emission
from ruminants. I: Feeding strategies. Asian J Anim Vet Adv. 6(9): 888-908.

AOAC. Association of Official Analytical Chemists. 2006. Official Methods of Analysis of
AOAC International. 18 ed. Chapter 4: Animal Feed. USA:WENDT THIEX NJ.

BEAUCHEMIN, K.A.; MCGINN, S.M. y PETIT, H. 2007. Methane abatement strategies for
cattle: lipid supplementation of diets. Can J Anim Sci 87(3):431-440.

BEAUCHEMIN, K. A.; KREUSER, M.; O'MARA, F. y MCALLISTER, T. T. 2008. Nutritional
management for enteric methane abatement: a review. Aust J Exp Agri. 48(2): 21-27.

BOADI, D.; BENCHAAR, C.; CHIQUETTE, J. y MASSE, D. 2004. Mitigation strategies to
reduce enteric methane emissions from dairy cows: Update review. Can J Anim Sci.
84(3):319-335.

CASTRO, E.; MOJICA, J. E.; LEON, J. M.; PABON, M. L.; CARULLA, J. E. y CARDENAS,
E. A. 2008. Productividad de pasturas y produccion de leche bovina bajo pastoreo de
graminea y graminea + Lotus uliginosus en Mosquera, Colombia. Rev Med Vet Zoot. 55:9-
21.

CHRISTIE, W. W. 1993. Advances in Lipid Methodology — Two. Ed. W.W. Christie, Oily
Press, Dundee. P4gs 69-111.

COOK, C. W. 1964. Symposium on nutrition forages and pastures: Collecting forage
samples representative of ingested material of grazing animals for nutritional studies. J
Anim Sci. 23(1):265-270.



Capitulo 2 85

DE LA VEGA, E.; LEON, J.M; PARALES, J.E.; DIAZ, G.J.; PABON, M.L. y CARULLA, J.E.
2011. Identification of regions that produce milk rich in conjugated linoleic acid (CLA) a
bioactive compound beneficial to human health in Colombia. 48a Reunido anual da
Sociedade Brasileira de Zootecnia, Belém — PA, Brasill8 a 21 de Julio.

DE LA VEGA, E.A.; PARALES, J.E.; MENDOZA, C.A.; KNOWLES, M.M.; DIAZ, G.J;;
PABON, M.L. y CARULLA, J.E. 2012. Nutritional characterization of pastures used in
Colombian dairies with emphasis on fatty acid profile (Abstract). ADSA-AMPA-ASAS-
CSAS-WSASAS. Joint Annual Meeting, Phoenix — AR, USA.

DEMEYER, D.l. 1981. Rumen microbes and digestion of plant cell walls. Agric Environ.
6(2-3)295-337.

DOHME, F.; MACHMULLER, A.; WASSERFALLEN, A. y KREUZER, M. 2000.
Comparative efficiency of various fats rich in medium-chain fatty acids to suppress ruminal
methanogenesis as measured with RUSITEC. Can J Anim Sci. 80(3):473-484.

DONG, Y.; BAE, H.D.; MCALLISTER, T.A.; MATHISON, G.W. y CHENG, K.J. 1997. Lipid-
induced depression of methane production and digestibility in the artificial rumen system
(RUSITEC). Can J Anim Sci. 77(2):269-278.

ELLIS, J.L.; DIJKSTRA, J.; KEBREAB, E.; BANNINK, A.; ODONGO, N.E.; McBRIDE,
B.W. y FRANCE, J. 2008. Aspects of rumen microbiology central to mechanistic modelling
of methane production in cattle. J Agr Sci. 146(Special Issue 02):213-233.

EUGENE, M.; MASSE, D.; CHIQUETTE, J. y BENCHAAR, C. 2008. Meta-analysis on the
effects of lipid supplementation on methane production in lactating dairy cows. Can J Anim
Sci. 88(2):331-334.

GARCES, R. y MANCHA, M. 1993. One step lipid extraction and fatty acid methyl esters
preparation from fresh plant tissues. Anal Biochem. 211(1):139-143.

GIGER-RIVERDIN, S.; MORAND-FEHR, P. y TRAN, G. 2003. Literature survey of the
influence of dietary fat composition on methane production in dairy cattle. Livest Prod Sci
82(1):73-79.

HENDERSON, C. 1973. The effects of fatty acids on pure cultures of rumen bacteria. J
Agri Sci. 81(1):107-112.

HOOK, S. E.; WRIGHT A. D. G. y MCBRIDE B.W. 2010. Methanogens: Methane
Producers of the Rumen and Mitigation Strategies. Archaea. 2010(2010):1-11.

KIM, S.C.; ADESOGAN, A.T.; BADINGA, L. y STAPLES, R.C. 2007. Effects of dietary n-
6:n-3 fatty acid ratio on feed intake, digestibility, and fatty acid profiles of the ruminal
contents, liver, and muscle of growing lambs. J Anim Sci. 85(3):706-716.

LOPEZ, S. y NEWBOLD, C.J. 2007. Measuring methane emission of ruminants by in vitro
and in vivo techniques, en : Measuring Methane Production from Ruminants, Harinder
P.S.; Vercoe Makkar, Philip E. (Eds.). Vienna, Austria: Springer. Pags 1-13.



86 Inclusién de aceites de maiz, linaza o palmiste y sus mezclas
en un sistema in vitro: efectos sobre la fermentacién ruminal

MACHMULLER, A.; OSSOWSKI, D.A.; WANNER, M. y KREUZER, M. 1998. Potential of
various fatty feeds to reduce methane release from rumen fermentation in vitro (Rusitec).
Anim Feed Sci Technol. 71(1-2):117-130.

MACHMULLER, A.; OSSOWSKI, D.A. y M. KREUZER, M. 2000. Comparative evaluation
of the effects of coconut oil, oilseeds and crystalline fat on methane release, digestion and
energy balance in lambs. Anim Feed Sci Technol. 85(1-2):41-60.

MACHMULLER, A.; SOLIVA, C. R. y KREUZER, M. 2003. Effect of coconut oil and
defaunation treatment on methanogenesis in sheep. Reprod Nutr Dev. 43(1): 41-55.

MACHMULLER, A. 2006. Medium-chain fatty acids and their potential to reduce
methanogenesis in domestic ruminants. Agric Ecos Envir (2-3)112:107-114.

MAIA, F.J.; BRANCO, A.F.; MOURO, G.F.; CONEGLIAN, S.M.; SANTOS, G.T.; MINELLA,
T.F. y GUIMARAES, K.C. 2006. Inclusdo de fontes de 6leo na dieta de cabras em
lactacdo: digestibilidade dos nutrientes e parametros ruminais e sangliineos. Rev Bras
Zootec. 35(4) 1496-1503.

MARGARIDA, M.R.; CHAUDHARY, L.C.; FIQUERES, L. y WALLACE, R.J. 2007.
Metabolism of polyunsaturated fatty acids and their toxicity to the microflora of the rumen.
Antonie Van Leeuwenhoek 91(4):303-14.

MARTIN, C.; ROUEL, J.; JOUANY, J.P.; DOREAU, M. y CHILLIARD, Y. 2008. Methane
output and diet digestibility in response to feeding dairy cows crude linseed, extruded
linseed, or linseed oil. J Anim Sci. 86(10): 2642-2650.

MARTIN C.; MORGAVI D. P. y DOREAU, M. 2010. Methane mitigation in rumiants: from
microbe to the farm scale. Animal. 4(3):351-365.

McGINN, S.M.; BEAUCHEMIN K.A.; COATES, T. y COLOMBATO, D. 2004. Methane
emissions from beef cattle: Effects of monensin, sunflower oil, enzymes, yeast and fumaric
acid. J Anim Sci. 82(11): 3346-3356.

NAGARAJA, T.G.; NEWBOLD, C.J.; VAN NEVEL, C.J. y DEMEYER, D.l. 1997.
Manipulation of ruminal fermentation, en: Rumen Microbial Ecosystem. Hobson, N. y
Stewart C.S. (Eds.), Blackie Academic and Professional, London, UK (1997), pp. 523-623

NEWBOLD, CJ.; MOSS, A.R. y MOLLINSON, G.S.; 1996. The effect of dietary fat on
methane production in sheep and cattle, en: Proceedings of the British Society of Animal
Science, 18-20. Scarborough, UK. Pags 182.

PALMQUIST, D. L. y JENKINS, T.C. 1980. Fat in lactation rations: review. J Dairy Sci.
63(1): 1-14.

PALMQUIST, D.L. 1984. Use of fats in diets for lactating dairy cows. Chap. 18 en Fats in
Animal Nutrition. J. Wiseman, (Ed). Butterworths, London, England. Pags 357-381.

PATRA, A.K. 2013. The effect of dietary fats on methane emissions, and its other effects
on digestibility, rumen fermentation and lactation performance in cattle: A meta-analysis.
Livest Sci.155(2-3):244-254.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17072533

Capitulo 2 87

PATRA, AK. 2014. A meta-analysis of the effect of dietary fat on enteric methane
production, digestibility and rumen fermentation in sheep, and a comparison of these
responses between cattle and sheep. Livest Sci. 167:97-103.

PATRA, AK. y YU, Z. 2013. Effects of coconut and fish oils on methane production,
fermentation, abundance and diversity of rumen microbial populations in vitro. J Dairy Sci.
96 (3):1782-1792.

SAS. 1998. SAS User's Guide: Statistics (Version 8); Cary NC: the Institute.

SOLIVA, C.R.; HINDRICHSEN, I.K.; MEILE, L.; KREUZER, M. y MACHMULLER, A. 2003.
Effects of mixtures of lauric and myristic acid on rumen methanogens and methanogenesis
in vitro. Lett Appl Microbiol. 37:35-39.

STEEL, R. G. D. y TORRIE, J. H. 1980. Principles and procedures of statistics: A
biometrical approach. 2™ edition. McGraw-Hill Book Company, New York, NY, USA. Pags
633.

TESFA, A. T. 1992. Effects of rapeseed oil on rumen enzyme activity and in sacco
degradation of grass silage. Anim Feed Sci Technol. 36(1-2): 77-89.

THEODOROU, M.K.; WILLIAMS, B. A.; DHANOA, M. S.; MEALLAN, A. B. y FRANCE, J.
1994. A simple gas production method using a pressure transducer to determine the
fermentation kinetics of ruminant feeds. Anim Feed Sci Technol. 48(3-4):185-197.

TORRENT. J. y JOHNSON D. E. 1994. Methane production in the large intestine of sheep.
In Aguilera JF, eds. Energy metabolism of farm animals. EAAP Publication N°. 76. CSIC.
Publishing Service. Granada, Spain. Pags 391-394.

VAN SOEST, P. J.; ROBERTSON, J. y LEWIS, B. 1991. Methods for dietary fiber, neutral
fiber and no starch polysaccharides in relation to nutrition. J Dairy Sci. 74(10): 3583-3597.

VAN SOEST, P. J. 1994. Nutritional ecology of the ruminant. 2" edition. Cornell University
Press. USA. Pags 253-316.

VARGAS, J.E.; ANDRES, S. YANEZ RUIZ, D.R. y LOPEZ, S. 2011. The effect of olive,
sunflower or linseed oils on the fermentation pattern and methane production in the rumen
simulating technique. En Challenging strategies to promote the sheep and goat sector in
the current global context. Ranilla, M.J., Carro, M.D., Ben Salem, H., Morand-Fehr, P.
(Eds). Zaragoza: CIHEAM / CSIC / Universidad de Le6n / FAO. Pags 163-168

YABUUCHI, Y.; MATSUSHITA, Y.; OTSUKA, H.; FUKAMACHI, K. y KOBAYASHI, Y.
2006. Effects of supplemental lauric acid-rich oils in high-grain diet on in vitro rumen
fermentation. Anim sci J. 77(3):300-307.

YAMASAKI, M.; KISHIHARA, K.; IKEDA, I.; SUGANO, M. y YAMADA, K. 1999. A
recomended esterification method for gas chromatographic measurement of conjugated
linoleic acid. 3 Am Oil Chem Soc. 76(8):933-938.



88 Inclusion de aceites de maiz, linaza o palmiste y sus mezclas
en un sistema in vitro: efectos sobre la fermentacién ruminal

YANG, S.L.; BU, D.P.; WANG, J.Q.; HU, Z.Y.; LI, D.; WEI, H.Y.; ZHOU, L.Y. y LOOR,
J.J. 2009. Soybean oil and linseed oil supplementation affect profiles of ruminal
microorganisms in dairy cows. Animal. 3(11):1562—1569.

ZHANG, C.M.; GUO, Y.Q.; YUAN, Z.P.; WU, Y.M.; WANG, J.K.; LIU, J.X. y ZHU, W.Y.
2008. Effect of octadeca carbon fatty acids on microbial fermentation, methanogenesis
and microbial flora in vitro. Anim Feed Sci Technol. 146(3-4) 259-269.

ZEITZ, J.0.; BUCHER, S.; ZHOU, X.; MEILE, L.; KREUZER, M. y SOLIVA, C.R. 2013.
Inhibitory effects of saturated fatty acids on methane production by methanogenic
Archaea. J Anim Feed Sci. 22(1):44-49.



3. Inclusion de aceites de maiz, linaza o
palmiste y sus mezclas en un sistema in vitro:
efectos sobre el perfil de acidos grasos

Inclusion of corn, linseed or palm kernel oil
and their mixtures in an in vitro system:
effects on fatty acid profile

J. Parales?, M. Pabén?, J. Carulla*®

'Grupo de Investigacion en Nutricién Animal. Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia. Universidad Nacional de Colombia. E-mail: jecarullaf@unal.edu.co
’MSc(c) Salud y Produccién Animal, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia.
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota. E-mail jeparalesg@unal.edu.co
3Profesor Titular. Departamento de Produccién Animal. Facultad de Medicina Veterinaria y
de Zootecnia. Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota. E-mail:
jecarullaf@unal.edu.co

Resumen

Se determiné el efecto de la inclusion de aceites de maiz (M), linaza (L), palmiste (P)
puros y sus mezclas sobre el perfil de acidos grasos (AG) del fluido ruminal en un sistema
in vitro. Se evaluaron un tratamiento control sin adicién de aceite, los aceites puros y las
mezclas M-L, M-P y L-P en las proporciones 75:25, 50:50 y 25:75 para un total de 13
tratamientos. Treinta y nueve tubos de PVC de 100 ml con 350 mg de Cenchrus
clandestinus y 150 mg de concentrado, con o sin adicion de 15 pl de los aceites o sus
mezclas fueron incubados con 50 ml de fluido ruminal y medio de cultivo en una relacion

1:4. A la hora 9 de incubacion, se detuvo la actividad microbiana y el contenido de cada
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uno de los tubos se transfirio a frascos de vidrio, se congelo y liofiliz6. En el material
liofilizado se determiné el perfil de AG por cromatografia de gases (CG). Se empled un
modelo de blogues completamente al azar generalizado con contrastes ortogonales para
evaluar el efecto de los tratamientos sobre las proporciones de AG. La adicion de aceites
modificé el perfil de la mayoria de los AG y disminuy6 la cantidad de AG impares y trans
con excepcion del 19:0 y de los de 18 carbonos (p<0.001). La adicibn de M y L
comparada con P generd un aumento en las proporciones de 18:1,;; (My L: 21.07 vs P:
12.32; p<0.001), 18:2.9111 (M y L: 2.23 vs P: 0.82; p<0.001), 18:2;10c1> (M y L: 1.67 vs P:
0.39; p<0.001) y menores para 12:0 (M y L: 0.09 vs P: 6.14; p<0.001), 14:.0 (M y L: 0.12
vs P: 3.87; p<0.001) y 16:0 (M y L: 11.71 vs P: 14.85; p<0.001). La adicion de M
comparado con L produjo mayores proporciones de 18:1.; (M: 24.06 vs L: 18.07;
p<0.001), 18:2.9111 (M: 3.04 vs L: 1.42; p<0.001) y disminuyd la de 18:219 c1» (M: 0.48 vs
L: 2.85; p<0.001). Las mezclas de aceites produjeron proporciones diferentes para la
mayoria de los AG comparado a los aceites puros. La inclusion de 25% de P a una
mezcla con M o L produjo mayores proporciones de 18:2.9 c1o (M7sP2s: 7.83 vs MgoPsg ¥
MasP7s: 5.17; p<0.05) y de 18:3g c12 c15 (L75P2s: 6.95 vs LsoPso Y LosP7s: 5.27; p<0.05)
respectivamente. La adicion de aceites disminuy6 la actividad microbiana explicada por la
reduccion en la proporcion de AG impares. Las mezclas de aceites tuvieron efectos
asociativos positivos sobre la proporcién de algunos AG. La adicion de P disminuyé la
biohidrogenaciéon (BH) del 18:2:9.1, y del 18:3¢9c12 c15.

Palabras clave: adicién, biohidrogenacion (BH), proporcion

Abstract

The effect of the inclusion of corn oil (CO), linseed oil (LO) or palm kernel oil (PKO) and
their mixtures on the fatty acid (FA) profile in a ruminal in vitro system was evaluated. A
control (C) without addition of oil, pure oils and their mixtures CO-LO, CO-PKO and LO-
PKO in different proportions (75:25, 50:50 and 25:75) for a total of 13 treatments were
evaluated. Thirty-nine PVC tubes of 100 ml with 350 mg of Cenchrus clandestinus and 150
mg of concentrate, with or without the addition of 15 pl of oils or their mixtures were
incubated with 50 ml of ruminal fluid and culture medium in a 1:4 ratio. After 9 hour of

incubation, microbial activity was stopped and the content of each of the tubes was
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transferred to glass bottles, frozen and freeze dried. FA profile was determined to the
freeze dried material by gas chromatography (GC). A completely randomized block
generalized model with orthogonal contrasts was used to assess the effect of treatments
on the proportions of FA. The addition of oils changed the profile of the majority of the FA
and decreased the amount of odd and trans FA except 19:0 and the eighteen-carbons
(p<0.001). The addition of CO and LO compared to PKO increased the proportions of
18:11; (CO and LO: 21.07 vs PKO: 12,32; p<0.001), 18:2.9111 (CO and LO: 2.23 vs PKO:
0.82; p<0.001), 18:210 c1» (CO and LO: 1.67 vs PKO: 0.39; p<0.001) and 12:0 (CO and
LO: 0.09 vs PKO: 6.14; p<0.001), 14:0 (CO and LO: 0.12 vs. PKO: 3.87, p<0.001) and
16:0 (CO and LO: 11.71 vs PKO: 14.85, p<0.001). The addition of CO compared with LO
produced higher proportions of 18:1;;; (CO: 24.06 vs LO: 18.07, p<0.001), 18:2.9 11 (CO:
3.04 vs LO: 1.42; p<0.001) and decreased that of 18:2,15 1> (CO: 0.48 vs 2.85 LO:
p<0.001). Mixtures of oils produced different proportions for the majority of the FA
compared to pure oils. The inclusion of 25% of PKO in the mixture with CO or LO
produced higher proportions of, 18:2.9 c1o (M7sP2s: 7.83 vs MsgPso and MysP7s: 5.17,
p<0.05) and 18:3cg c12 c15 (L7sP2s: 6.95 vs. LsgPso and LosP7s: 5.27; p<0.05) respectively.
The addition of oils reduced microbial activity explained by a decrease in the proportion of
odd FA. Mixtures of oils had associative effects on proportion of some FA In ruminal fluid.
The addition of PKO reduced the biohydrogenation (BH) of 18:2.9.12 and 18:3¢9c12 c15-

Keywords: additién, biohydrogenation (BH), proportion

Abreviaturas

AG: acido graso. ALC: acido linoleico conjugado. BH: biohidrogenacion. C: control sin
inclusién de aceite. CG: cromatografia de gases. CNE: carbohidratos no estructurales.
EE: extracto etéreo. FDN: fibra en detergente neutro. FDA: fibra en detergente acido. L:
aceite de linaza. L,sP7s: mezcla de 25% de aceite de linaza y 75% de aceite de palmiste.
LsoPso: mezcla de 50% de aceite de linaza y 50% de aceite de palmiste. L;sP,s: mezcla de
75% de aceite de linaza y 25% de aceite de palmiste. M: aceite de maiz. M,sL,5s: mezcla
de 25% de aceite de maiz y 75% de aceite de linaza. MsoLso: mezcla de 50% de aceite de
maiz y 50% de aceite de linaza. MssL,s: mezcla de 75% de aceite de maiz y 25% de
aceite de linaza. MysP+s: mezcla de 25% de aceite de maiz y 75% de aceite de palmiste.

MsoPso: mezcla de 50% de aceite de maiz y 50% de aceite de palmiste. M+sP,s: mezcla de



92 Inclusidn de aceites de maiz, linaza o palmiste y sus mezclas en un

sistema in vitro: efectos sobre el perfil de &cidos grasos
75% de aceite de maiz y 25% de aceite de palmiste. MS: materia seca. P: aceite de
palmiste. PC: proteina cruda.

3.1 Introduccidén

En experimentos in vitro e in vivo la adiciéon de aceites ricos en &cido linoleico (18:2.9¢12) Y
linolénico (18:3.9 ¢12 c15) ha incrementado las proporciones de &cido trans-vaccénico
(18:1411) y acido linoleico conjugado (18:2.9 111 ALC) en el medio de cultivo o en fluido
ruminal (Chouinard, et al., 2001; Agazzi, et al., 2004; AbuGhazaleh, et al. 2007).

La proporcién de 18:1;; y 18:2. 111 ALC en la grasa lactea esta relacionada con la
proporcion de los AG presentes en los aceites suplementados (Stanton, et al., 2003). Los
aceites ricos en 18:2.9 1> (Maiz, girasol, soya) generan mayores incrementos en la
proporcion de 18:1; y 18:2.9 111 ALC en la leche comparados con los que tienen altas
proporciones de 18:3.9 .12 c15 (linaza) y 18:1.4 (oliva, colza) (Kelly, et al., 1998; Dhiman, et
al., 2000; Stanton, et al., 2003; Collomb, et al., 2004a; Collomb, et al., 2004b; Zhang, et
al., 2006; Bu, et al., 2007; Matsushita, et al., 2007; Stoffel, et &l., 2015). En sistemas in
vitro, la adicién de aceite de girasol incrementa las proporciones de 18:1y; y 18:2.9 111
ALC comparado con aceite de linaza (Loor, et al., 2005) y este comportamiento también
ha sido evidenciado con el uso de AG puros (Castillo, 2012).

La inclusién de aceites ricos en acido laurico (12:0) y miristico (14:0) como los de coco y
palmiste disminuye el conteo de microorganismos involucrados en las rutas de
biohidrogenacion (BH) como Anaerovibrio lipolytica, Butyrivibrio fibrisolvens, Fusocillus
spp y de algunos protozoarios (Jensen, 2002; Moate, et al., 2008; Doreau y Chilliard,
1997; Jenkins, et al., 2008; Vlaeminck, et al., 2008) afectando la BH de los AG 18:2.9¢12 Y
18:3.9 12 c15- El USO de aceites vegetales como el de coco y palmiste (ricos en 12:0 y14:0)
en la alimentacién animal podria tener un efecto negativo sobre la calidad de la leche, ya
que inclusiones elevadas de estos recursos incrementan la proporcion de 12:0 y 14:0 en
el rumen y su posterior incorporacion en leche (Storry, et al., 1971; Hermansen, 1995;
Hristov, et al., 2009).
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Nuestra hipétesis es que los mecanismos que causan la modificacion del perfil de AG en
el fluido ruminal debido a la adicion de aceites con diferentes perfiles de AG son distintos,
por lo cual podriamos encontrar sinergias (efectos asociativos positivos) cuando estos se
mezclan. Esto es que el incremento de AG de interés biologico (18:1i11, 18:2c9 111, 18:2¢9
c12 Y 18:3c9c12 ¢15) Y la reduccion de otros nocivos para la salud humana (12:0, 14:0, 16:0)
debido a la mezcla sera mayor que el efecto de la sumatoria de los efectos parciales de
los aceites puros. El objetivo de este ensayo fue determinar el efecto de la adicion de
aceites vegetales (maiz, linaza o palmiste) y sus mezclas sobre el perfil de AG del fluido

ruminal en un sistema in vitro a un sustrato de kikuyo + concentrado (relacion 75:25).

3.2 Metodologia

Todos los procedimientos fueron avalados por el Comité de Bioética de la Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota
(Acta 04 del afio 2012).

3.2.1 Localizacion

El ensayo se realiz6é en el Laboratorio de Nutricibn Animal de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota, localizado a 4° 38’ 8” de latitud norte, 74° 4’ 58” de longitud oeste

y a una altitud de 2640 msnm y temperatura 14° C.

3.2.2 Tratamientos

Los tratamientos evaluados consistieron en un control sin adicion de aceite y la adicion de
aceites puros o sus mezclas (tabla 3.1). Como sustrato a incubar se empled un kikuyo
(Cenchrus clandestinus) de 60 dias de rebrote, proveniente del Centro Agropecuario
Marengo de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogot4, fertilizado con el protocolo
sugerido por Castro, et al., (2008), para gramineas en Sabana de Bogota mas un
concentrado (tabla 2.2). El forraje a incubar fue tomado siguiendo la metodologia “Hand
plucking” descrita por Cook, (1964) y secado a 60° C durante 48 horas y se moli6 en un
molino Romer® con una criba de 2 mm. El concentrado se procesé de la misma forma

gue el forraje.
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Tabla 3.1 Tratamientos

M L P
%

C 0 0 0
M 00 100 0 0
L100 0 100 0
P100 0 0 100
M5l os 75 25 0
MsoLso 50 50 0
MosL 75 25 75 0
M75P,s 75 0 25
MsoPso 50 0 50
M,sPs 25 0 75
L,sPos 0 75 25
LsoPso 0 50 50
LosPs 0 25 75

C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste

Tabla 3.2. Composicion del concentrado
Composicién porcentual

Ingrediente % de la MS
Torta de soya 44 38.10
Maiz amarillo 26.60
Harina de yuca 19.00
Melaza 10.00
Carbonato de calcio 3.96
Mogolla 2.30
Premezcla mineral 0.04

Tabla 3.3 Composicion quimica del forraje y concentrado

Concentrado  Kikuyo

% de la MS
Proteina cruda (PC) 21.0 16.4
Fibra en detergente neutro (FDN) 17.3 48.8
Fibra en detergente &cido (FDA) 5.5 21.3
Carbohidratos no estructurales (CNE)* 54.1 20.1
Extracto etéreo (EE) 0.6 3.4
Cenizas 7.0 11.3

ICNE=100-(FDN+PC+EE-+cenizas).
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Tabla 3.4 Composicién de AG de los alimentos utilizados (g/100 g de AG)

AG Kikuyo Concentrado
8:0 1.01 0,52
10:0 2.45 1.64
12:0 - -
14:0 - 1.05
14:1. - -
16:0 29.91 14.51
16:1. 12.97 11.00
16:1 - -
18:0 - -
18:1. - 14.60
18:2:9c12 - -
18:2c9c12 10.41 38.45
18:3c6 c9cl2 - -
18:3c9c12c15 37.06 14.36
Otros 6.18 3.86

3.2.3 Incubacioén

Se utilizaron tres tubos de PVC de 100 ml por tratamiento (39) y 3 como blanco para un
total de 42 tubos. Los 39 tubos que contenian 350 mg de kikuyo y 150 mg de concentrado
sin aceite (C) o con aceites o sus mezclas (15 pl) fueron incubados con 10 ml de fluido
ruminal y 40 ml buffer McDougal (Tilley y Terry, 1963). El fluido ruminal fue extraido de un
toro de la raza normando, el cual recibié una alimentacién consistente en kikuyo y harina
de maiz amarillo en una relacion de 70:30 15 dias previos al inicio del ensayo. Los tubos
se gasificaron con CO,, se taparon y se pusieron en un bafio de Maria a 39 °C, con
agitacion manual cada dos horas. Los tubos fueron retirados del bafio de maria a las 9
horas de iniciada la incubacién. La actividad microbiana se detuvo agregando 500 ul de
HgCl, al 2% y con un shock térmico. El contenido de cada uno de los tubos se transfirié a
frascos de vidrio de forma individual y se almacené a -20 °C para su posterior liofilizacion.
El fluido ruminal se liofilizé en un equipo CHRIST ® Alpha 1-4 D, a una presion de 0.0014
bares durante 48 horas y se determiné el perfil de AG mediante cromatografia de gases

(CG). Este procedimiento fue duplicado en el tiempo.
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3.2.4 Analisis quimicos

El forraje y el concentrado se analizaron para MS, extracto etéreo (EE), cenizas, proteina
cruda (PC) (AOAC, 2006b) fibra en detergente neutro (FDN), fibra en detergente acido
(FDA) (Van Soest, et al., 1991). Los AG del forraje, el concentrado y las incubaciones se

cuantificaron por CG. Para los aceites y sus mezclas se determiné el perfil de AG por CG.

3.2.5 Extraccion de AG

Los AG del forraje, concentrado y fluido ruminal liofilizado se extrajeron por el método
sugerido de Garcés y Mancha, (1993) adaptado por Yamasaki, et al., (1999). Se pesaron
50 mg de forraje seco, concentrado o fluido ruminal liofilizado se agregaron 2150 ul de
metanol absoluto, 990 ul de tolueno, 1000 ul de N,N-dimetilformamida, 66 pl de acido
sulfarico al 99.9%, y 2 ml de n-hexano; la mezcla se colocé en un bafio de Maria (2 horas
a 80° C) y se dejé en reposo (5-10 minutos). El sobrenadante se evaporé mediante
corriente de N y la muestra seca se reconstituyé con 300 ul de diclorometano para su
posterior analisis por CG. La extraccion de los AG en los aceites y sus mezclas se realizé
siguiendo el procedimiento descrito por Christie et al., (1993).

3.2.6 Analisis de AG

Los AG del forraje, concentrado y fluido ruminal liofilizado fueron cuantificados por CG
utilizando un cromatégrafo de gases marca Shimadzu® modelo GC-2014 con detector
tipo FID y columna capilar de 100 m x 0.25 mm x 0.2 um. Rt 2560 (Restek®). Se
inyectaron 200 pl de la solucion reconstituida con diclorometano. La temperatura del
puerto de inyeccion y del puerto de deteccion fue de 260°C y 270°C respectivamente. La
temperatura Inicial del horno fue de 140° C durante 5 minutos con un incremento de 4° C
por minuto hasta llegar a 190° C y se mantuvo asi hasta llegar a una duracion total de 60
minutos. Se utilizé helio como gas de arrastre con una presion de 40.4 psi y un Split ratio
de 1:100.
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Tabla 3.5 Perfil de AG de los aceites y sus mezclas (g/100 g de AG)

97

AG Moo L 100 P10o Myzslos ~ Msolsg  Maskzs  MzsPos  MsoPso  MasP7s  L7sPas LsoPso L2sP7s
12:0 0.00 0.01 35.29 0.05 0.01 0.01 8.40 17.65 25.47 7.83 17.65 26.07
14:0 0.13 0.11 11.61 0.10 0.12 0.12 2.91 5.87 8.74 2.99 5.86 8.74
14:1 0.03 0.03 0.02 0.01 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.03 0.03 0.02
16:0 11.80 7.81 9.21 10.48 9.81 8.81 10.67 10.51 9.86 8.16 8.51 8,86
16:1c 0.03 0.27 0.26 0.12 0.15 0.21 0.26 0.15 0.20 0.27 0.27 0.26
18:0 5.18 6.62 3.45 5.34 5.90 6.26 4.87 4.32 3.88 5.03 5.04 4.24
18:1¢9 20.66 22.97 17.54 21.33 21.82 22.39 19.65 19.10 18.32 21.61 20.26 18.00
18:2¢9c12 53.99 21.71 15.34 44.94 33.85 29.78 41.91 34.67 26.00 20.12 18.53 17.83
18:3c6coc12 0.26 0.01 0.02 0.17 0.14 0.07 0.15 0.14 0.08 0.01 0.02 0.02
18:3coc12c15 5.51 38.96 0.50 15.61 23.24 30.60 3.61 3.01 2.35 30.35 19.73 10.12
Otros 2.42 1.49 6.75 1.83 1.96 1.72 7.54 4.59 5.07 3.61 4.12 5.84

C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste.
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3.2.7. Estimacion del indice de efecto asociativo

El denominado indice asociativo se determind para las proporciones de AG producidas

por las mezclas con la siguiente férmula:
indice de efecto asociativo = Pr observada / ((Pr Aceite A)+(Pr Aceite B))

Donde: Pr observada: Es la proporcion del AG producida por cada una de las
mezclas
Pr A= Es el producto de la proporcién del AG producida por el aceite puro A
por su porcentaje de inclusién en la mezcla (75,50 o 25)
Pr B= Es el producto de la proporcién del AG producida por el aceite puro B
por su porcentaje de inclusién en la mezcla (75,50 o 25)

Valores > 1 indican un efecto asociativo de las mezclas; Valores < 1 indican un efecto
asociativo negativo de las mezclas; Valores = 1 indican que no se presentaron diferencias
entre la suma de los efectos parciales de los aceites (valor esperado) y los valores
observados (Van Soest, 1994).

3.2.8 Disefio experimental

Se empled un disefio en bloques completamente al azar generalizado (Steel y Torrie,
1980) utilizando el duplicado del ensayo en el tiempo como factor de bloqueo. Se
compararon los efectos de los tratamientos sobre las proporciones de los AG identificados
en el fluido ruminal liofilizado. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el procedimiento
PROC GLM del sistema estadistico SAS (1998) segun el siguiente modelo:

Yijk = p+ Pi+ Tj+ (PT)ij + Eijk Donde:

Yij = la lectura del i-esimo fluido ruminal en el j-ésimo tratamiento

K = el promedio poblacional de la variable respuesta

Pi = efecto del i-ésimo montaje (i= 1,2)

Ti = efecto del j-ésimo tratamiento (=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13)

(PT) ij = efecto de la interaccion del ensayo y el tratamiento

Eijk = es el error asociado con la lectura del j-ésimo tratamiento en el i-ésimo animal
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Se realizaron comparaciones de medias planeadas con un nivel de significancia del 5%
(tabla 3.6). El modelo cumpli6 con los supuestos de homogeneidad del material
experimental, que el error experimental es una variable aleatoria, independiente, con

distribucién normal, media igual a 0 y varianzas homogéneas.

Tabla 3.6 Contrastes ortogonales
1 Cvs (M, L, Py mezclas)

M, L y P vs mezclas
MyLvsP
Mvs L
Mezclas M-L vs mezclas M-P L-P
Mezclas M-P vs mezclas L-P
MzsL25 VS (Msolso MasL7s)
Msolso VS Maslzs
M75P25 Vs (MsoPso M2sP7s)
MsoPso VS M2sP7s
L75P25 VS (LsoPso L2sP7s)
12 LsoPso Vs L2sP7s
C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste

© 00 N O 0o~ WODN

e
= O

3.3 Resultados
3.3.1 Contraste 1 (Cvs M, Ly P)

La inclusién de aceites modifico la mayoria del nivel de los AG del fluido ruminal con

excepcion del 18:3.9c12c15 Y de los AG preformados.

3.3.2 Contraste 2 (M, L y P vs mezclas)

Se observaron mayores concentraciones en los AG de mas de 10 atomos de C, 12:0,
16:0, 18:1y4, 18:1cs, 18:2¢9 c12 15 18:2¢c0 111, 18:240 c12, 19:0  insaturados,
monoinsaturados, preformados, impares, y menores de 18:1, 18:1i9, 18:2i9 112, 18:2¢9 c12,
18:2.9 c12 c15 , Saturados, poliinsaturados y de novo en los aceites puros respecto a las

mezclas.
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3.3.3 Contraste 3(My L vs P)

Los tratamientos M y L respecto al tratamiento P produjeron mayores concentraciones de
los 18:1(;6, 18:1611, 18:2t9 1125 18:3(;9 c12 ¢15» 18:2(;9 t11s 18:2t10 c12, 19:0, preformados,
insaturados y menores de 8:0, 12:0, 14:0, 14:1., 16:0, 16:1,, otros, saturados y de novo.

3.3.4 Contraste 4 (Mvs L)

El tratamiento M produjo mayores concentraciones de los AG de menos de 10 4&tomos de
C, 12:0, 15:1:0, 16:0, 16:1, 17:1i10, 18:1111, 18:1c11, 18:2c19 111, Insaturados,
monoinsaturados, de novo y menores de 14:0, 14:1., 18:1., 18:2 112, 18:3¢9 c12 c15:

18:2110 12, 19:0, otros, saturados, poliinsaturados y preformados.

3.3.5 Contraste 5 (Mezclas M-L vs mezclas M-P L-P)

Las mezclas de M y L generaron mayores cocentraciones de los AG 6:0, 18:1;;;, 18:1.,
18:2i9 112, 18:3¢o ci2 ci15: 18:2c9 111, 18:2i10 c12, 19:0, insaturados, monoinsaturados,
poliinsaturados, preformados y menores de 8:0, 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, otros, saturados,

impares y de novo gue las mezclas que contenian P.

3.3.6 Contraste 6 (Mezclas M-P vs mezclas L-P)

Las mezclas M-P favorecié la aparicién de los AG 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 18:1, 18:114,
impares, y redujeron los AG 15:0, 16:1.9, 18:1.9, 18: 29112, 18:3c9c12c15, 18:2110c12, 19:0, de
novo y preformados respecto a las mezclas L-P.

3.3.7 Contrastes 7 (M75L25 VS M50L50 M25|_75)

A una menor proporcién de L (25%) en la mezcla adicionada se presentaron mayores
niveles de AG 12:0, 17:1i10, 18:1411, 18:2¢9 c12, 18:2¢9 111, MoONoinsaturados, y menores de
6:0, 14:0, 14:1.9, 18:1.9, 18:2:9 t12, 18:3c9 c12 c15, 18:2i10 c12, 19:0, saturados, insaturados,
impares, de novo y preformados.
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Tabla 3.7 Perfil de AG (9/100 g de AG) del fluido ruminal incubado con aceites de maiz, linaza, palmiste o sus mezclas (promedios)

Tratamiento

AG ESM?
C MlOO I—lOO I:)100 M75|—25 MSOLSO M25L75 M75P25 MSOPEO I\/IZSF)75 L75P25 LSOPSO L25P75

6:0 0.17 0.06 0.03 0.03 0.04 0.08 0.07 0.02 0.04 0.03 0.04 0.05 0.10 0.0320
8:0 0.12 0.04 0.03 0.06 0.05 0.08 0.08 0.03 0.04 0.04 0.06 0.10 0.14 1.0183
10:0 1.09 069 064 0.55 1.02 0.88 0.62 0.50 0.62 0.54 0.63 0.48 0.61  0.0361
12:0 021 010 0.07 6.14 0.13 0.11 0.13 1.37 3.27 5.53 1.97 4.91 567  0.2961
14:0 0.23 010 0.14 3.87 0.09 0.12 0.13 0.98 2.20 3.55 1.21 2.60 3.62 0.0752
14: 1, 047 023 025 0.33 0.28 0.30 0.29 0.30 0.27 0.32 0.34 0.34 0.33  0.0077
15:0 125 070 082 124 0.79 0.83 0.79 1.09 1.06 0.97 0.85 1.00 1.00 0.0489
15:1410 029 016 0.12 0.16 0.13 0.18 0.15 0.14 0.17 0.16 0.16 0.18 0.20  0.0058
16:0 14.38 1256 10.85 1495 12.19 1262 1210 1352 1440 1516 12,78 1358 14.21 0.1453
16: 14 0.09 0.07 0.05 0.08 0.07 0.08 0.07 0.06 0.06 0.07 0.06 0.08 0.08  0.0020
16:1co 025 017 016 021 0.14 0.14 0.15 0.15 0.14 0.18 0.15 0.15 0.18  0.0015
17:0 033 019 020 0.27 0.22 0.27 0.21 0.20 0.21 0.21 0.21 0.21 0.22  0.0054
17: 140 0.05 0.03 0.01 0.013 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.02 0.02  0.0053

C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste. ‘Error estandar de la media.
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Tabla 3.7 Perfil de AG (g/100 g de AG) del fluido ruminal incubado con aceites de maiz, linaza, palmiste o sus mezclas

(Continuacion)
Tratamiento N
AG ESM
C MlOO I-100 I:)100 I\/|75|—25 MSOLSO I\/|25|—75 M75P25 I\/ISOPSO I\/IZSP75 I—75'325 LSOPSO I—25P75

18:0 40.74 30.38 3275 3228 30.33 30.61 31.22 29.01 2958 3156 3133 30.07 30.77 0.3769
18:16 055 044 046 040 0.32 0.40 0.31 0.45 0.49 0.60 0.41 0.47 0.54 0.1173
18:1; 0.64 050 052 048 0.51 0.47 0.52 0.47 0.55 0.51 0.45 0.62 0.57  0.0309
18:1i 16.07 24.06 18.07 12.32 2222 20.24 19.04  20.00 17.67 1469 1596 16.07 14.17 0.3773
18:1¢6 131 142 170 1.06 1.16 0.97 1.12 0.98 0.99 0.84 1.02 1.01 0.96 0.0143
18:1c 488 9.77 1200 848 1030 1117 1182 1021 9.74 8.82 11.62 10.29 9.38 0.2147
18:1c11 060 086 085 0.61 0.76 0.94 0.93 0.82 0.73 0.71 0.86 0.72 0.70  0.0235
18:29112 0.64 074 205 0.66 1.27 1.50 1.87 0.61 0.60 0.62 2.12 1.82 1.08 0.0669
18:2¢9c12 359 549 305 3.80 5.06 5.30 4.24 7.83 5.89 4.45 3.42 3.35 3.86 0.1665
18:2c9c12c1s 456  3.06 555  4.06 4.20 4.80 5.69 3.49 3.57 3.71 6.95 5.88 465 0.0316
18:2co111 030 3.04 142 0.82 2.54 2.29 1.90 2.06 1.75 1.08 0.98 0.41 0.34 0.0383
18:2u10c12 043 048 285 0.39 0.94 1.39 2.20 0.28 0.31 0.31 1.71 0.91 0.46  0.0432
19:0 0.15 0.11 053 0.09 0.27 0.34 0.50 0.10 0.08 0.10 0.31 0.29 0.17  0.0177
Otros 6.60 456 4.84 6.69 4.96 3.85 3.83 5.31 5.55 5.22 4.41 4.40 597 0.0262

C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste. *Error estandar de la media.
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palmiste 0 sus mezclas

(Continuacion)
i Tratamiento 1
Variable ESM
C MlOO I—100 F)100 M75L25 MSOLSO M25L75 M75P25 MSOPSO M25P75 I—75'325 I—50'350 I—25P75
Saturados 58.66 44.92 46.07 59.47 45.12 45.96 45.85 46.82 51.50 57.69 4939 53.29 56.51 0.6573
Insaturados 34,70 50.52 49.09 33.85 4292 50.19 50.32 47.87 42.94 37.09 46.21 4232 37.52 0.7230
Monoinsaturados 25.86 38.44 36.22 24.78 37.17 36.42 36.28 34.21 31.43 27.54 33.16 31.77 28.20 0.5190
Poliinsaturados 8.88 12.07 12.87 9.06 12.75 13.77 14.03 13.66 11.52 9.55 13.05 10.55 9.32 0.2505
Impares 3.38 1.52 2.25 3.16 1.93 2.18 2.16 2.61 2.50 2.26 2.11 2.53 243 0.0116
<10C 1.38 0.79 0.71 0.63 0.66 1.11 1.05 0.75 0.70 0.61 0.72 0.64 0.86 0.0249
De novo (<17 C) 18.94 15.09 13.37 27.88 15.16 15.73 14.81 18.38 22.50 26.78 18.46 23.69 26.39 0.5799
Preform (218 C) 7446 80.35 8179 6543 79.88 80.42 81.36 76.31 71.94 68.00 77.13 7191 67.65 0.6281

C: control, M: aceite de maiz, L: aceite de linaza, P: aceite de palmiste. *Error estandar de la media.
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3.3.8 Contraste 8 (M50L50 VS M25|_75)

Se presentaron mayores concentraciones en los AG 8.0, 14:1., 17:0, 18:1;11, 18:2:9 111,
monoinsaturados, impares, de novo y menores de 18:1, 18:1co, 18:29 112, 18:2c9 c12 c15,

18:2110.12 ¥ 19:0, a una menor proporcion de L en la mezcla.

3.3.9 Contraste 9 (M75P25 VS MsoPsg M25P75)

La menor proporcién de P (25%) en la mezcla produjo mayores concentraciones de AG
14:1.9, 18:1i11, 18:1, 18:1c9, 18:2:9 c12, 18:1:9, 19:0, insaturados, monoinsaturados,
poliinsaturados, preformados y menores de 6:0, 12:0, 14:0, 16:0, 16:1.9, 18:1, 18:29 (12,

18:210 12, Saturados y de novo.

3.3.10 Contraste 10 (MsoPso VS MysP7s5)

A una proporcién de 50% de M se presentaron mayores concentraciones de los AG 10:0,
15:0, 18:111, 18:2c9 11, 18:2410 c12, insaturados, monoinsaturados, impares, preformados y
menores de 12:0, 14:0, 16:0, 18:1, 18:2:9.1,, 19:0, saturados y de novo.

3.3.11 Contrastes 11 (L75P25 VS LsogPsg LosP7s)

A una mayor proporcion de L en la mezcla se favorecid la aparicién de los AG 18:0,
18:141, 18:249 12, 18:2co 111, 18:3co c12 c15, 18:2¢9 w11, 18:240 c12, 19:0, insaturados,
monoinsaturados, poliinsaturados, preformados y menores niveles de 6:0, 8:0, 12:0, 14:0,
16:1.9, 17:0, 18:145, 18:2.9.1», Saturados y de novo.

3.3.12 Contraste 12 (LsoPso VS L2sP7s)

A una menor proporciéon de L se produjeron mayores concentraciones de los AG 18:1;4,
18:1c9, 18:1:11, 18:2i9 112, 18:3cg ci2 150 18:2c9 111, 18:2u10 c12, 19:0, insaturados,
monoinsaturados, poliinsaturados, impares, preformados y menores de 6:0, 8:0, 12:0,
14:0, 15:0, 16:0, 16:1., 17:0, 16:1,, otros, saturados y preformados.
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3. 4 Discusion

Se sabe que la adicion de lipidos a la dieta de rumiantes modifica el perfil de AG de la
carne o la leche (Palmquist, 1996; Collomb, et al., 2004a; Khanal, et al., 2008; Stoffel, et
al., 2015) debido a cambios en los productos finales de la BH de los AG que generan
flujos diferenciales de estos al intestino (Loor, et al., 2004; Loor, et al., 2005). En la
mayoria de trabajos se han utilizado fuentes de lipidos ricos en 18:2.9 1> (Maiz, soya,
algodon) y en 18:3.9 c12 ¢15 (linaza) que en algunos casos se han comparado con lipidos
saturados (palma, coco, grasas animales). Sin embargo, pocos estudios han comparado
si mezclar lipidos con diferentes perfiles puede tener ventajas comparativas en los perfiles
de AG consecuencia de la BH. Este estudio exploré la hipotesis de si al mezclar aceites
con diferentes perfiles de AG se presentarian efectos asociativos positivos. Esto es que el
perfil de AG después de la incubacién in vitro de las mezclas de aceites tendria un perfil
de AG diferente que el perfil estimado por la sumatoria de los efectos parciales de los
aceites puros. Para este fin, se evaluaron un aceite rico en 18:2.9 1> (Maiz -M-), uno rico
en 18:39c12c15 (linaza -L-) y uno rico en 12:0 (palmiste -P-) y sus mezclas. En este trabajo
se hizo énfasis en algunos de los AG que consideramaos relevantes en la valoracién de las
grasas para la salud humana (12:0, 14:0, 16:0, 18:1 111, 18:2¢0 111, 18:2410 c12, 18:2¢9 c12 ¥
18:3c9 c12 c15). Esperdbamos que este trabajo nos permitiera identificar mezclas que
generaran mejores perfiles de AG como consecuencia de la BH para ser evaluadas

posteriormente en vacas lecheras y mejorar asi la composicién de la grasa lactea.

3.4.1 Efecto de la adicion de aceites

La adicién de aceites al 3% del sustrato incubado modificé el perfil de AG resultantes de
la fermentacion ruminal (Tabla 3.9). Se observé que la mayoria de AG que estan
asociados a la sintesis de novo (menos de 18 atomos de C) disminuyeron asi como los
AG de cadenas impares (excepto en 19:0) y trans (con excepcion del 18:111 Y 18:210 c12).
El Unico aceite donde esta tendencia no fue clara fue en el de P muy posiblemente
explicada por su aporte basal de 12:0. La menor proporcion de estos AG sugeriria que la
actividad microbiana disminuy6 ya que dichos AG son producto de la sintesis de novo de
los microorganismos (Wu y Palmquist, 1991; Doreau y Ferlay, 1994; Harfoot y Hazlewood,
1997). La toxicidad de los aceites sobre los microorganismos ruminales ha sido
ampliamente descrita (Beauchemin, et al., 2008; Yang, 2009; Margarida, et al., 2007;
Patray Yu, 2013).
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Tabla 3.8 Efecto de la adicion de aceites de maiz, linaza, palmiste o sus mezclas sobre el perfil de AG del fluido ruminal
(probabilidades)

Contraste
Variable 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
P

6: O*VE KKk *kk NS KKk *kk NS *kk NS * NS *kk *kk
g:0*P ok *k — Kk * NS NS *kk NS NS — *

10:0" *x NS NS NS NS NS NS NS NS * NS NS
12: O*'C *kk *kk *kk *kk *kk *kk NS NS *kk *kk *kk *kk
14: O*'C *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk NS *kk *kk *kk *kk
14: 1 Hk NS * o NS NS o * * NS NS NS
15:0*¢ Hk NS NS NS ok * NS NS NS * NS *

15:1410 *kx NS NS *kk NS NS NS NS NS NS NS NS
16:0 *kk o— — —_— — ok NS NS — *hk - *xk
16:1 *x NS *x ** NS NS NS NS NS NS NS NS
16:19 *kx NS NS NS NS * NS NS i NS * ok
17:0 il NS NS NS NS NS NS ok NS NS * o
17: 1" %" #* NS NS * NS NS ** NS NS NS NS NS

*Variables sin distribucién normal del error. "Variables transformadas, ®Logaritmo, °1/y, °Raiz, “Cuadrado. Significancia; *:
p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.1: Cvs(M,LyP);2: M, LyPvsMezclas; 3: MyL vsP; 4. Mvs L; 5 Mezclas M-L vs
Mezclas M-P L-P; 6: Mezclas M-P vs Mezclas L-P; 7: M5 Lys vs (M50L50 M25L75); 8: Msolso VS MosLs; 9: M+sPos vs (M50P50
M35P75); 10: MsoPso VS MasP7s; 110 L7sPas VS (LsoPso L2sPs); 120 LsoPso VS LosPrs
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Tabla 3.8 Efecto de la adicion de aceites de maiz, linaza, palmiste o sus mezclas sobre el perfil de AG del fluido ruminal
(continuacion)

Contraste
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Variable P

18:0° *hk NS NS NS NS NS NS NS NS NS * NS
18 1t6 *%* *%* NS NS NS *%* NS NS *%x% *%x% * *
18:1,0*° el el NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
1 8 1t11 *%k% *%k% *%* *%x% *%x% *%* *%x% *%x% *%% *%% *%% *%%
18:1.6*° *k *k *k el NS NS NS *kk * NS NS NS
18: 109 *k%k N S *%* *k*k *kk * *% *% *% N S *% *k*k
18:1.7,*¢ xhk NS * xkx NS NS NS NS NS NS * *kk
18: 2t9 12 *k*%k *k%k *k* *k*k *k*k *k% *k% *k% *k% *k% *k*k *k*k
18: 2C9 c12 *% *kk * * N S * *%k% *%* * * k%% *%*
18 2C9 c12 C15*c N S *%x% * * *%x% *%* *%x% *%x% N S N S *%x% *%x%
18 2C9 tll*a *%x% *%x% *%x% *%x% *%* *%* *%x% * *%x% *%x% *%x% *%x%
18 2t10 ClZ*C *%x% *%x% *%x% *%x% *%x% *%x% *%x% *%x% *%x% *%x% *%x% *%x%
1 9 O *%x% *%x% * *%x% *%x% *%x% *%* *%x% *%* *%x% *%x% *%x%
Otros ikl NS *k *k *kk NS NS NS NS NS * *kx

*Variables sin distribucién normal del error. Variables transformadas, 2Logaritmo, bl/y, °Raiz, “Cuadrado. Significancia; *:
p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.1: Cvs (M, LyP);2:M,LyPvsMezclas; 3: My L vsP; 4. Mvs L;5: Mezclas M-L vs
Mezclas M-P L-P; 6: Mezclas M-P vs Mezclas L-P; 7: M5 Las VS (Mgolsg MasLl7s); 8: Msglsp VS MasLzs; 9 M7sPas vs (MsgPsg
M2sP75); 10: MsgPsg VS MasPrs; 110 L7sPos VS (LsoPso L2sPrs); 12: LsgPsg VS LasPys
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Tabla 3.8 Efecto de la adicion de aceites de maiz, linaza, palmiste o sus mezclas sobre el perfil de AG del fluido ruminal
(continuacion)

Contraste
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Variable P

Satu rad OS *k*% *%k% * *k*% *%k% N S NS N S *%%k *%k% *kk *kk
I ns atu rad 0S *%kk *kk *kk *kk *kk N S N S N S Fkk *kKk *kk *kk
Monoinsaturados ok el ok ** i NS * NS ook ook ook Rk
Poliinsaturad OS’\'b s i Fkk *kk ** NS * NS Fkk * ** *kk
<10C° * NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Impares*® ok * * * * o NS NS NS NS NS
De novo (s 17 C) *kk *kk *kk *kk *kk *kk NS * Sk *kx Sk kk
Preform (2 18 C) NS *kk *kk *kk *kk *kk ** NS *kk *kk *kk *kk

"Variables transformadas, "1/y, ®1/y*. Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. 1: Cvs (M, Ly P); 2: M, L y P vs Mezclas; 3: My
L vs P; 4: M vs L; 5: Mezclas M-L vs Mezclas M-P L-P; 6: Mezclas M-P vs Mezclas L-P; 7: M7s Los VS (Msolsg MasL7s); 8: Mgolsg VS
MasL 7s; 91 M7sP2s VS (MsoPso M2sP7s); 10: MsoPso VS MasP7s; 11: L7sPas VS (LsoPso L2sP7s); 128 LsoPso VS LosP7s
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Los aceites generan cambios en las poblaciones microbianas y en el conteo total de
microorganismos, lo que afecta de manera directa los procesos de lipdlisis, BH y sintesis
de novo de AG en el rumen (Beam, et al., 2000; Chow, et al., 2004; Loor, et al. 2005).

Tabla 3.9 Efecto de la adicién de aceites maiz (M), linaza (L), palmiste (P) o sus mezclas
sobre el perfil de AG del fluido ruminal

AG Control Adiciones 0
g/100 g de AG
6:0*° 0.17 0.05 Fxk
8:0*P 0.12 0.07 *hx
10:0" 1.09 0.66 *x
12:0*°¢ 0.21 2.55 bl
14:0%° 0.23 1.60 bkl
14:1, 0.47 0,30 Fxk
15:0*¢ 1.25 0.91
15:1,10 0.29 0.16 rx
16:0 14.38 13.21 *kk
16:1 0.09 0.07 *x
1619 0.25 0.16 Fxk
17:0 0.33 0.22 rE
17:10%%" 0.05 0.02 Fxk
18:0" 40.74 30.82 o
18:1 0.55 0.44 ok
18:1,*" 0.64 0.51 rx
18:111 16.07 17.88 **
18:1.6*¢ 1.31 1.10 Fxk
18:1.9 4.88 10.30 Fxk
18:1.4,*¢ 0.60 0.79 Fxk
18:249 11 0.64 1.25 *x
18: 29 c12 3.59 4.65 NS
18:3¢9 12 c15*° 4.56 4.63 ok
18: 29 111*2 0.30 1.55 ok
18:2410 c12*¢ 0.43 1.02 ok
19:0 0.15 0.24 *rx

C' Control. "Variables sin distribucion normal del error. *Variables transformadas,
3Logaritmo, "1/y, °Raiz, “Cuadrado. Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001

Adicionalmente a la disminucion en AG de sintesis de novo, la proporcién de 18:0

disminuyd sensiblemente (24,4%) y la de 18:1.9 aumentd (211%) lo que podria indicar
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que la adicion de aceites podria inhibir el dltimo paso de la BH. Por dltimo, la adicién de
aceites aumento las proporciones de 18:2.911 Y 18:2110 12 Muy probablemente asociado a
un mayor aporte de sus precursores por los aceites. Esto coincide con lo reportado por
otros autores (Collomb, et al., 2004a; Collomb, et al., 2004b; Loor, et al., 2005;
AbuGhazaleh y Jacobson, 2007; Matsushita, et al., 2007; Castillo, 2012; Stoffel, et al.,
2015), quienes argumentan que la adicion de los aceites, particularmente aquellos ricos

en AG poliinsaturados, aumentan la produccion de compuestos intermediarios de la BH.

3.4.2 Comparaciones de aceites ricos en AG polinsaturados (M 'y

L) con aceite rico en 12:0 (P) y de aceites ricos en 18:2.9.1> (M) 0
18:3c9 cl2cl5 (L)

Las adiciones de aceites ricos en AG polinsaturados (M y L) aumentaron las
proporciones de 18:1¢1, 18:2.911 Y 18:2410 c12 Y disminuyeron las de 12:0, 14:0 y 16:0 en
el perfil de AG del fluido ruminal después de la fermentacién comparados al aceite rico en
acido 12:0 (P) (Tabla 3.10).

Los AG 18:1;11, 18:2.9111 Y 18:2110 c12 SON producto de la BH incompleta en el rumen del
18:2.9c12 Y del 18:3.9 c12 c15 (Kemp y Lander, 1984; Trogeler, et al., 2003; Lee y Jenkins,
2011) lo que explica que la inclusién de aceites o semillas ricas en 18:2.4 1> (Maiz, soya,
girasol) 0 18:3.9 .12 15 (linaza) en la dieta de los rumiantes aumenten su flujo al duodeno,
y su proporcién en los AG de la leche (Loor, et al., 2005; AbuGhazaleh y Jacobson, 2007;
Bu, et al., 2007; Matsushita, et al., 2007; Castillo, 2012; Stoffel, et al., 2015). Por otro lado
y dado que los microorganismos del rumen no modifican sustancialmente los AG
saturados de la dieta (Hartoot y Hazlewood, 1995), esto podria explicar porque la adicion
de P incrementé las proporciones de AG de cadena media en el fluido ruminal. Varios
autores han reportado que la inclusion de aceites de coco y palmiste (ricos en AG de
cadena media) favorece la aparicion de los acidos 12:0 y 14:0 en leche, explicado por la
transferencia de estos compuestos desde el alimento (Storry, et al., 1971; Hermansen,
1995; Hristov, et al., 2009).
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Tabla 3.10 Efecto de la adicién de aceites sobre el perfil de AG del fluido ruminal

My L P M L

AG g/100 g de AG P g/100 g de AG P
12:0 0.09 6.14 ok 0.10 0.07 ok
14:0™ 0.12 3.87 ok 0.10 0.14 ok
16:0 11.71 14.85 bl 12.56 10.85 bl
18:0" 31.57 32.28 NS 30.38 32.75 NS
18:1i1 21.07 12.32 ok 24.06 18.07 ok
18:2.9c12 4.27 3.80 * 5.49 3.05 *
18:3c9c12c15 4.31 4.06 * 3.06 5.55 *
18:2¢9111" 2.23 0.82 ok 3.04 1.42 ok
18:2110¢12" 1.67 0.39 ok 0.48 2.85 ok
ZAG
Saturados 45.50 59.47 * 44.92 46.07 bl
Insaturados 49.86 33.85 ok 50.62 49.09 ok
Monoinsaturados 37.33 24.78 *hk 38.44 36.22 *x
Poliinsaturados™® 12.47 9.06 ok 12.07 12.87 ok
<10C™ 0.75 0.63 NS 0.79 0.71 NS
Impares”™ 1.89 3.16 * 1.52 2.25 *
De novo (£ 17 C) 14.23 27.88 ok 15.09 13.37 ok
Preform (218 C) 81.07 65.43 ok 80.35 81.79 ok

M: aceite de maiz; L: aceite de linaza; P: aceite de palmiste. Significancia; *: p<0.05; **:
p<0.01; *** p<0.001. *Variables sin distribucion normal del error; "Variables
transformadas, ®Raiz, "Logaritmo, °1/y, 1/y?

Cuando se comparan los aceites ricos en AG poliinsaturados, la adicion de un aceite rico
en &cido linoleico (M) produjo mayores proporciones de 18:1;;1; y 18:2.9 111 €n el fluido
ruminal después de la incubacion respecto a un aceite rico en acido linolénico (L) (Tabla
3.10). Esto coincide por lo reportado por varios autores trabajando en sistemas in vitro
(AbuGhazaleh y Jacobson, 2007; Castillo, 2012) y en ensayos in vivo (Loor, et al., 2005).
Se estima que la BH del 18:2.9 .1» genera una menor cantidad de isémeros comparada a
la del 18:3.9¢12¢15, 10 que permite que la proporcién de 18:1;; aumente con la inclusion de
M comparado a L. Ademas, se estima que las enzimas que realizan los primeros pasos
de la BH de los AG poliinsaturados de 18 carbonos tienen una mayor afinidad por el

18:2:9 ¢12 que por el 18:3.9 12 c15 (Castillo, 2012), lo que favoreceria también la formacion
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de 18:1;; a partir de M comparado con L. La inclusion de L genero mayores niveles de
18:2:10 12, COMpuesto que ha sido relacionado con el sindrome de baja grasa en leche
(Bauman y Griinari, 2001; Bauman y Griinari, 2003). Estos resultados indicarian que la
inclusion de aceite de L en la dieta de vacas lecheras debe limitarse para no generar
efectos nocivos sobre las concentraciones de grasa en la leche. Contrario a lo mostrado
en nuestro estudio, otros autores han reportado que la adicién de aceites ricos en 18:2.9
c12 0 de éste AG incrementan las proporciones de 18:2y, 12 (Loor, et al., 2005;
AbuGhazaleh y Jacobson, 2007). Sin embargo, estos estudios han sido realizados en
sistemas que emplean dietas totalmente mezcladas (TMR por sus siglas en inglés) y con
la adicion de aceites de pescado o AG provenientes de organismos marinos (EPA y
DHA). Este tipo de dietas y suplementaciones generaria condiciones de fermentacion

diferentes a las dadas en nuestro ensayo y modificarian la BH ruminal (Chow, et al, 2004).

Los pastos son la principal fuente de alimentacion de los rumiantes en pastoreo y tienen
mayor proporcion de 18:3.9 12 c15 que de 18:2.9 .1, (De la Vega, 2012). En la alimentacion
de rumiantes el 18:2. .1» S€ encuentra presente en la dieta mediante suplementaciones
(granos, aceites, ensilajes de cereales). En el capitulo dos de esta tesis se propone la
hipotesis de que el 18:3.9 c12 c15 €S menos toxico, lo que puede reflejar una respuesta
adaptativa de los microorganismos a la alimentacioén consistente en forrajes. Teniendo en
cuenta que la proporcion de AG impares (propios del metabolismo microbiano) es mayor
en L (rico en 18:3.9¢12 c15) comparado a M (rico en 18:2.9 .12) S€ podria hipotetizar que la
actividad microbial result6 mayor con la adicién de L lo que se explicaria por un menor

efecto toxico de este aceite comparado a M.

3.4.3 Efectos asociativos de mezclar aceites (Aceites puros vs

mezclas)

Las mezclas de aceites generaron un perfil de AG diferente que el perfil estimado por la
sumatoria de los efectos parciales de los aceites puros (tablas 3.11 y 3.12), lo que
indicaria que se presentaron efectos asociativos (positivos o0 negativos). Mezclar los
aceites tuvo un efecto negativo sobre el perfil final de la BH, pues aumentaron las
proporciones de AG saturados (30.7%) particularmente el 12:0 y 14:0 y se redujeron las

proporciones de los AG insaturados (32.2.%), monoinsaturados (33.6%) y poliinsaturados
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(27.3%) comparativamente con los aceites puros. Solamente se observaron efectos
positivos (aumento en la proporcién) para los AG 18:2c9c12 Y 18:3¢9¢12c15 (Tabla 3.11y
3.12). Los AG trans (18:1i1, 18:2¢9 111 Y 18:240 c12) también disminuyeron como

consecuencia de usar mezclas.

Tabla 3.11 Efecto de la adicién de aceites puros 0 sus mezclas sobre el perfil de AG del
fluido ruminal

M,LyP Mezclas

AG g/100 g de AG

12:0 2.10 2.72 Kok
14:0 1.37 1.69 Hokk
16:0 12.75 13.38 ikl
18:0" 31.80 30.50 NS
18:114 18.15 17.78 bkl
18:2:9¢12 411 4.82 il
18:3coc12c15° 4.22 4.77 il
18:2c0111° 1.76 1.48 Kok
18:2i10c12° 1.24 0.95 ok
ZAG

Saturados 45.50 59.47 *xk
Insaturados 49.86 33.85 *hk
Monoinsaturados 37.33 24.78 *rx
Poliinsaturados™® 12.47 9.06 ok
<10C™ 0.75 0.63 NS
Impares ™ 1.89 3.16 *

De novo (£ 17 C) 14.23 27.88 ekl
Preform (218 C) 81.07 65.43 Frx

M: aceite de maiz; L: aceite de linaza; P: aceite de palmiste. Significancia;
* p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. "Variables sin distribuciéon normal del
error; Variables transformadas, ?Raiz, bLogaritmo, “1ly, dl/yz

Tanto la sintesis de novo como la isomerizacién reflejan actividad microbiana (Kemp y
Lander, 1984) lo cual sefialaria una aparente contradiccion en los resultados de nuestro
experimento ya que en un caso las mezclas tendrian un efecto estimulatorio de la
actividad microbial (sintesis de novo) y a la vez inhibitorio (isomerizacion). Sin embargo, la
actividad de isomerizacion se relaciona con grupos de microorganismos determinados

(Kemp y Lander, 1984) lo cual sugeriria que las mezclas podrian tener efectos inhibitorios
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Tabla 3.12 Efecto asociativo de las mezclas de aceites sobre el perfil de AG (g/100 g de
grasa) del fluido ruminal

Tratamiento

AG M75|—25 MSOI—SO I\/|25|—75 M75P25 MSOPSO I\/IZSP75 I—75P25 LSOPSO I—25P75
12:0
Observado 0.13 0.11 0.13 1.37 3.27 5.53 197 491 5.67
Esperado 0.09 0.09 0.08 1.61 3.12 4.63 159 311 4.62

indice efecto asociativo 1.41 1.29 1.68 0.85 1.05 1.19 1.24 1.58 1.23
14:0

Observado 0.09 012 0.13 0.98 2.20 3.55 1.21 260 3.62
Esperado 0.11 012 0.13 1.04 1.99 2.93 1.07 201 294
indice efecto asociativo 0.82 1.00 1.00 0.94 1.11 1.21 1.13 1.30 1.23
16:0

Observado 1219 12.62 12.10 1352 1440 15.16 12.78 1358 14.21
Esperado 12.13 11.71 11.28 13.13 13.71 14.28 11.85 12.85 13.85
indice efecto asociativo 1.00 1.08 1.07 1.03 1.05 1.06 1.08 1.06 1.03
18:0

Observado 30.33 30.61 31.22 29.01 2958 31.56 31.33 30.07 30.77
Esperado 30.97 3157 32.16 30.86 31.33 31.81 32.63 3252 3240
indice efecto asociativo 0.98 097 0.97 0.94 0.94 0.99 096 092 0.95
18:1414

Observado 22.22 20.24 19.04 20.00 17.67 14.69 1596 16.07 14.17
Esperado 2256 21.07 1957 21.13 18.19 15.26 16.63 15.20 13.76
indice efecto asociativo 098 096 0.97 0.95 0.97 0.96 096 106 1.03
18:2c9c12

Observado 506 530 424 783 589 445 342 335 3.86
Esperado 488 427 366 507 465 422 324 343 361

indice efecto asociativo 1.04 1.24 1.16 1.55 1.27 1.05 1.06 0.98 1.07
18:3coc12c15

Observado 420 480 5.69 3.49 3.57 3.71 6.95 5.88 4.65
Esperado 3.68 431 4.93 3.31 3.56 3.81 518 4.81 4.43
indice efecto asociativo 1.14 1.11 1.15 1.05 1.00 0.97 1.34 1.22 1.05
18:2c9111

Observado 254 2.29 1.90 2.06 1,75 1.08 098 041 034
Esperado 264 2.23 1.83 2.49 1,93 1.38 1.27 112 0.97
Indice efecto asociativo 0.96 1.03 1.04 0.83 0.91 0,79 0.77 0.37 0.35
18:2110c12

Observado 0.94 1.39 2.20 0.28 0,31 0.31 1.71 0.91 0.46
Esperado 1.07 1.67 2.26 0.46 0,44 0.41 224 162 1.01

indice efecto asociativo 0.88 0.83 0.97 0.61 0,71 0.75 0.77 0.56 0.46

M: aceite de maiz; L: aceite de linaza; P: aceite de palmiste. El indice de efecto asociativo
comprende la relacion del valor observado y el valor esperado estimado
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sobre grupos especificos de microorganismos ruminales y en particular aquellos que

realizan la isomerizacion.

El aumento en las proporciones de 18:2:9.12 Y 18:3c9c12c15 €N lOS tratamientos con aceites
mezclados seria coherente con esta menor actividad en las mezclas ya que la
isomerizacion es esencial para el primer paso de la biohidrogenacién (BH) (Kemp y
Lander, 1984, Trogeler, et al., 2003; Lee y Jenkins, 2011). No es claro porque las mezclas
podrian tener efectos diferentes a los aceites puros. Sin embargo, como lo hemos
argumentado en el capitulo 2 de esta tesis, al mezclar los aceites se generan
concentraciones menores del AG predominante en los aceites (12:0, 18:2.9¢12 0 18:3¢9¢12
c15) que podrian resultar en que sus concentraciones estén por debajo de sus umbrales o
concentraciones minimas inhibitorias. Esto explicaria los efectos estimulantes del

crecimiento microbial pero no los efectos diferenciales sobre la isomerizacion.

3.4.4 Mezclas M-L vs mezclas M-P L-P; mezclas M-P vs L-P

El adicionar mezclas de aceites polinsaturados (M y L) a un sistema de fermentacion
ruminal in vitro produjo mayores proporciones de AG insaturados (18.5%), polinsaturados
(19.9%), de 18:111, 18:2.9111 Y 18:2110c12 Y Menores proporciones de AG de cadena media
que las mezclas de estos aceites con P (M-P y L-P). Estas diferencias se explican

principalmente por un mayor aporte de AG poliinsaturados de My L que P (Tabla 3.13).

A su vez, las mezclas de M-P resultaron en mayores proporciones de 18:1;1, 18:2.9 111
gue cuando se mezcl6 L-P. Se ha sugerido que la BH del 18:2.4 .12 €s mas efectiva que la
del 18:3.9 c12 c15 para la produccion de 18:1;; y 18:2.9 111 que aquellos recursos ricos en
18:2.9 ¢12 tanto en sistemas in vitro (AbuGhazaleh y Jacobson, 2007; Castillo, 2012) e in
vivo en la digesta ruminal o en leche (Collomb, et al., 2004a; Collomb, et al., 2004b; Loor,
et al., 2005; Matsushita, et al., 2007; Stoffel, et al., 2015). La adicion de P a M o L
aumento las proporciones de 18:2.9.12 ¥ 18:3c9c12¢15. T€NiENdO en cuenta que los niveles
de AG poliinsaturados es superior en las mezclas M-P y L-P comparado a M o L, se
podria afirmar que la inclusién de P en la mezcla genera una disminucion de la BH del
18:2:9 c12 Y del 18:3.9 c12 c15. ESte efecto asociativo positivo de la adicién de P fue mas

evidente cuando este estaba en menor proporcion en las mezclas (Tabla 3.12).



116 Inclusién de aceites de maiz, linaza o palmiste y sus mezclas en un
sistema in vitro: efectos sobre el perfil de 4cidos grasos

Tabla 3.13 Efecto de la adicion de las mezclas M-L M-P y L-P sobre el perfil de AG del
fluido ruminal

AG M-L M-P L-P p M-P L-P 0
g/100 g de AG g/100 g de AG

12:0* 0.12 4.27 ok 4.40 4.18 ok
14:0 0.11 2.64 kk 2.88 2.48 ok
16:0 12.30 14.03 ok 14.78 13.52 i
18:0" 30.72 30.39 NS 30.05 30.72 NS
18:14; 20.50 16.43 ok 17.45 15.40 i
18:2.9c12 4.87 4.80 NS 6.06 3.54 *
18:3c9c12¢c15 4.90 4.71 ok 3.59 5.83 o
18:2¢0 111" 2.24 1.10 o 1.63 0.58 o
18:2110¢12° 1.51 0.66 ok 0.30 1.03 ok
ZAG
Saturados 45.64 52.53 ok 52.00 53.06 NS
Insaturados 50.14 42.33 el 42.63 42.02 NS
Monoinsaturados 36.62 31.05 o 31.06 31.04 NS
Poliinsaturados™ 13.52 11.28 o 11.58 10.97 NS
<10C™ 0.94 0.71 NS 0.69 0.74 NS
Impares ™ 2.09 2.41 Hk 2.46 2.36 *
De novo (= 17 C) 15.23 22.70 hx 22.55 22.85 rx
Preform (=218 C) 80.55 72.16 hx 72.08 72.23 rx

M: aceite de maiz; L: aceite de linaza; P: aceite de palmiste. Significancia; *: p<0.05; **:
p<0.01; ***: p<0.001. *Variables sin distribucién normal del error; "Variables transformadas,
?Raiz, "Logaritmo, 1/y, “1/y?

3.4.5 Mezclas M-L

Una mayor proporcion de M en una mezcla con L produjo mayores niveles de 18:1,1; y
18:2:9111. El 18:210 .12 aumentd conforme incrementd la proporcion de L en la mezcla. No
se presentaron diferencias significativas para las proporciones de AG de cadena media
(excepto el 14:0) debido a que los aceites M y L no son fuentes importantes de dichos
acidos. Las diferencias que se presentan en los AG monoinsaturados con una mayor

inclusion de M estéa explicada por una mayor BH del 18:2.9¢12 a 18:111.
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Se ha postulado que el aumento de la proporcion de 18:1;; con la adicion de 18:2.9¢12 €n
su forma pura o aceites ricos en el comparado al 18:3.9 12 c15 €n su forma pura o0 como L
se debe a una mayor afinidad de las enzimas de los primeros pasos de la BH y a una
menor generacion de intermediarios con la adicion de 18:2;,.9 .1, comparado con 18:3.9¢12
c15 (Loor, et al., 2005, AbuGhazaleh y Jacobson, 2007; Ribeiro, et al., 2007; Castillo,
2012).

Tabla 3.14 Efecto de la adicion de las mezclas M7sLos, Msolso Y MasLss sobre el perfil de
AG del fluido ruminal

AG |\/|75|—25 MSOI—SO I\/|25|—75 p MSOI—SO M25L75 p
g/100 g de AG g/100 g de AG

12:0 0.13 0.12 NS 0.11 0.13 NS
14:0 0.09 0.13 ok 0.12 0.13 NS
16:0 12.19 12.36 NS 12.62 12.10 NS
18:0" 30.33 30.92 NS 30.61 31.22 NS
18:141 22.22 19.64 ok 20.24 19.04 kk
18:2:9c12 5.06 4.77 ok 5.30 4.24 *
18:3c9c12¢15° 4.20 5.25 ok 4.80 5.69 ok
18:2¢0 111" 2.54 2.10 ok 2.29 1.90 *
18:2110c12° 0.94 1.80 ok 1.39 2.20 Hkk
ZAG
Saturados 45.12 45.91 NS 45.96 45.85 NS
Insaturados 49.92 50.26 NS 50.19 50.32 NS
Monoinsaturados 37.17 36.35 * 36.42 36.28 NS
Poliinsaturados”™ 12.75 13.90 * 13.77 14.03 NS
<10C™ 0.66 1.08 NS 1.11 1.05 NS
Impares™ 1.93 2.17 i 2.18 2.16 NS
De novo (£ 17 C) 15.16 15.27 NS 15.73 14.81 *
Preform (218 C) 79.88 80.89 i 80.42 81.36 NS

M: aceite de maiz; L: aceite de linaza; Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***. p<0.001.
*Variables sin distribucién normal del error; Variables transformadas, ®Raiz, "Logaritmo, °1ly,
d 2
1ly
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3.4.6 Mezclas M-P

La inclusion de P en una mezcla con M produjo menores cantidades de 18:1i11 Y 18:2c9111

y la disminucibn es mayor cuando aumenta la proporcion de P. Esto se explica

principalmente por una dilucion en el aporte de precursores para la producciéon de 18:1;;

y 18:2, 111 Y @ un efecto antimicrobiano de los AG de cadena media de P sobre

poblaciones de microorganismos ruminales (Beauchemin, et al. 2008; Patra y yu, 2013)

que se pueden encontrar involucradas en la lipdlisis y BH (Jensen, 2002; Moate, et al.,

2008; Doreau y Chilliard, 1997; Jenkins, et al., 2008; Vlaeminck, et al., 2008).

Tabla 3.15 Efecto de la adicién de las mezclas M7sP2s, MsoPso Y M7sP2s sobre el perfil de

AG del fluido ruminal

AG |\/|75F)25 M50P50 M25P75 p MSOPSO M25P75 p
g/100 g de AG g/100 g de AG

12:0® 1.37 4.40 ok 3.27 5.53 ok
14:0® 0.98 2.88 ok 2.20 3.55 ok
16:0 13.52 14.78 ok 14.40 15.16 ok
18:0" 29.01 30.57 NS 29.58 31.56 NS
18:1i11 20.00 16.18 ok 17.67 14.69 rkk
18:2c9c12 7.83 5.17 * 5.89 4.45 *
18:3c9c12¢15° 3.49 3.62 NS 3.51 3.71 NS
18:2¢0 111" 2.06 1.42 ok 1.75 1.08 ok
18:2110c12° 0.28 0.31 ok 0.31 0.31 NS
ZAG
Saturados 46.82 54.60 ok 51.50 57.69 ok
Insaturados 47.87 40.02 *hk 42.94 37.09 *kk
Monoinsaturados 34.21 29.49 *hk 31.43 27.54 *kk
Poliinsaturados”™ 13.66 10.54 ok 11.52 9.55 *
<10C™ 0.75 0.66 NS 0.70 0.61 NS
Impares ™ 2.61 2.38 NS 2.50 2.26 NS
De novo (< 17 C) 18.38 24.64 ok 22.50 26.78 ok
Preform (218 C) 76.31 69.97 ok 71.94 68.00 ok
M: aceite de maiz; P: aceite de palmiste. Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.

*Variables sin distribucién normal del error; Variables transformadas, ®Raiz, "Logaritmo, °1ly,

d1/y2
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Si bien, en este ensayo no se compararon los efectos de M con las mezclas M-P, se
observo que la inclusion de P en una mezcla con M aumenté las proporciones de 18:2.9
c12 Y 18:3c9 c12 c15 respecto a M (5.49 y 3.06 respectivamente). La inclusion de hasta un
50% de P en la mezcla produjo mayores proporciones de 18:2.9 .1.. Esto indicaria que la
inclusién de P disminuye la BH del 18:2.4.1,, teniendo en cuenta la composicion de AG de
las mezclas adicionadas. Para las proporciones de 18:3.9 c12 c15 Se observé un
comportamiento similar y se presenta una relacion directamente proporcional entre la

cantidad de P en la mezcla y la proporcién de dicho AG en el fluido ruminal.

El 18:2.9 .12 ha sido asociado a efectos benéficos en la salud humana, contrario al 12:0,
14:0 y 16:0 (Ulbricht y Southgate, 1991). La inclusién de 25% P en una mezcla con M en
dietas de vacas lecheras podria aumentar el flujo duodenal de 18:2.9 .1» ¥ generar
mayores niveles de dicho 4cido en leche sin aumentar de manera considerable los AG de

cadena media saturados.

3.4.7 Mezclas L-P

La inclusion de P en una mezcla con L produjo menores cantidades de 18:1;11, 18:2.9111 Y
18:2110 12 Y la disminucion es mayor cuando aumenta la proporcion de P. Similar a lo
ocurrido en las mezclas M-P, en las mezclas L-P hay una diluciébn en el aporte de
precursores para la produccion de 18:1y1; y 18:2.9 111 Y la inclusion de P pudo tener un
efecto antimicrobiano sobre poblaciones ruminales (Beauchemin, et al. 2008; Patra y Yu,
2013) que estan involucradas en la lipdlisis y BH (Jensen, 2002; Moate, et al., 2008;
Doreau y Chilliard, 1997; Jenkins, et al., 2008; Vlaeminck, et al., 2008) lo cual explica las
menores proporciones de 18:1,11, 18:2:9111 Y 18:2410 c12. EN €Ste ensayo no se compararon
los efectos de L con las mezclas L-P, pero al observar las proporciones de 18:3:9¢12 c15 ¥
18:2.9 12 producidas con la adicion de L (5.55 y 3.05 respectivamente) y las producidas
con las mezclas L-P se podria afirmar que la inclusiébn de P en una mezcla con L
incrementd las proporciones de dichos AG respecto a L. En cuanto a las mezclas, la
inclusion creciente de P hasta un 50% produjo mayores proporciones de 18:3:9c12 c15. ESt0
indicaria que la inclusion de P en la mezcla disminuyé la BH del 18:3g 12 ¢15, teniendo en

cuenta las proporciones de AG adicionadas con las mezclas.
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El 18:3.9 12 c15 ha sido asociado a efectos benéficos sobre la salud humana, contrario a
los AG de cadena media saturados (Ulbricht y Southgate, 1991). La disminucion de la BH
producida con la inclusién de 25% P en una mezcla con M podria indicar que mediante el
suministro de esta mezcla a vacas lecheras se incrementa el flujo de 18:2.4 .1, del rumen
al duodeno y se generan mayores proporciones de dicho &cido en leche sin aumentar de
manera considerable los AG de cadena media saturados. Sin embargo, la inclusion de L
en la dieta de vacas lecheras podria aumentar las proporciones de 18:210 .12, COMpUEStO
asociado al sindrome de baja grasa en leche (Bauman y Griinari, 2001; Bauman y Griinari,
2003).

Tabla 3.16 Efecto de la adicion de las mezclas L7sP2s, LsoPso Y L7sP2s sobre el perfil de AG
del fluido ruminal

AG I—75F>25 I—50P50 I—25P75 P I—50'350 L25'375 p
g/100 g de AG g/100 g de AG

12:0 1.97 5.29 4.91 5.67
14:0 1.21 3.11 2.60 3.62
16:0 12.78 13.90 i 13.58 14.21
18:0* 31.33 30.42 * 30.07 30.77 NS
18:10; 15.96 15.12 i 16.07 14.17
18:2¢9 c12 3.42 3.61 Kok 3.35 3.86 ok
18:39c12 c15° 6.95 5.27 5.88 4.65
18:2c6111° 0.98 0.38 0.41 0.34
18: 2410 c12” 1.71 0.69 0.91 0.46
S AG

Saturados 49.39 54.90 53.29 56.51
Insaturados 46.21 39.92 42.32 37.52
Monoinsaturados 33.16 29.99 rxk 31.77 28.20 Fkok
Poliinsaturados™ 13.05 9.94 i 10.55 9.32
<10C™ 0.72 0.75 NS 0.64 0.86 NS
Impares™ 2.11 2.48 NS 2.53 2.43 NS
De novo (< 17 C) 18.46 25.04 23.69 26.39
Preform (218 C) 77.13 69.78 71.91 67.65

L: aceite de linaza; P: aceite de palmiste. Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; *** p<0.001.
;Variables sin distribucién normal del error; “Variables transformadas, ®Raiz, bLogaritmo, “1ly,
1ly?
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3.5 Conclusiones

La adicion de aceites vegetales y sus mezclas en un sistema in vitro al 3% de la MS
modificé el perfil de AG como consecuencia de la BH de estos en el fluido ruminal. Los
aceites de M y L produjeron mayores proporciones de 18:1y1, 18:2:9 111 ¥ 18:2410 c12
comparado con P, que aumentd las proporciones de 12:0, 14:0 y 16:0. Debido a su peffil
de AG, M gener6 mayores proporciones de 18:1;;, 18:2.9 111 cOmparado con L, que
aumento los niveles de 18:2.1.. Las mezclas de aceites tuvieron efectos diferentes a los
aceites puros, generando efectos asociativos sobre las proporciones de AG. La inclusién
de un 25% de P en una mezcla con M o L disminuyé la BH del 18:2.9 11 Y 18:3¢9 c12 ¢15
respectivamente, explicado por un efecto asociativo de las mezclas sobre las
proporciones de dichos AG. La inclusiéon de P en una mezcla con M o L en la dieta de
vacas lecheras podria incrementar los flujos duodenales de 18:2.9¢12 ¥ 18:3c9c12c15 Y 1a
excrecion de estos en leche. La inclusién de L produjo mayores cantidades de 18:219 c12
comparado con M, razén por la cual su inclusién deberia limitarse, ya que dicho AG esta

vinculado a la disminucién del porcentaje y produccion de grasa en vacas lecheras.
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Resumen

Se determind el efecto de suministrar aceite de maiz (M) y su mezcla con aceite de
palmiste (MP) a vacas en pastoreo sobre la fermentacion ruminal, la produccién de leche
y su perfil de &cidos grasos (AG). Se evaluaron tres tratamientos: un control (C) sin
adicion y dos con adicion de aceites (M maiz puro o MP mezcla de maiz y palmiste en
una relacion 75:25). Los aceites se suministraron a razon de 720 g/vaca/dia de M o MP.

Se utilizaron 6 vacas Holstein multiparas (597 + 11.5 kg de peso, 160 + 29 dias en
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lactancia y produccion lactea de 22.1 + 2.3 kg/d) que fueron asignadas a un cuadrado
latino doble (3 vacas, 3 tratamientos, 3 periodos y 2 cuadrados). Cada periodo
experimental dur6 21 dias (14 de acostumbramiento y 7 de recoleccién de muestras). Las
vacas pastaron una pradera de kikuyo (Cenchrus clandestinus) con una oferta de 3 kg de
MS/100 kg de peso vivo y recibieron diariamente 0.9 kg de MS de ensilaje de maiz, 4.2
kg de suplemento balanceado y 9 g de 6xido de cromo. El suplemento en mezcla con los
aceites se oferté en dos raciones diarias al momento del ordefio (5:00 y 14:00). La
concentracion de AG y acidos grasos volatiles (AGV’s) se determiné por cromatografia
de gases (CG); la concentracibn de cromo en heces y suplemento balanceado por
espectroscopia fluorescente de rayos X. La produccién de metano (CH,;) se estimé
teniendo en cuenta la concentracion de AGV's en el fluido ruminal. El uso de aceites
aumento la produccion de leche (kg/d) (C: 21.4 | vs M: 23.6 | y MP: 23.9 |; p<0.01) y la
concentracion de grasa en la leche (%) (C: 3.15% vs M: 3.40% y MP: 3.40%; p<0.05).
Las concentraciones de 18:2.9 111 ALC (g/100 g de AG) fueron mayores para los
tratamientos con aceite (C: 0.68 vs M: 1.56 y MP: 1.01), siendo superior para el
tratamiento M (p<0.01). Los AG sintetizados de novo (g/100 g de AG) en leche fueron
superiores para el tratamiento C (C: 68.5% vs. M: 52.2% y MP: 58.6%; p <0.01). El
consumo voluntario y la digestibilidad de la dieta no fueron diferentes entre los
tratamientos. Las proporciones molares de acetato, propionato y butirato no fueron
diferentes entre los tratamientos pero la concentracion molar fue inferior para los
tratamientos con aceites (p<0.001) resultando en una menor produccion de CH, estimada
para estos (p<0.01). La suplementacién con M o MP en dietas de vacas lecheras
aumento la produccion de leche sin afectar el consumo voluntario o la digestibilidad de la

dieta. La concentracion de 18:2.91; ALC aumentd mas para M que para MP.

Palabras clave: &cido linoleico conjugado (ALC), metano (CH,), produccion vy

composicion de la leche

Abstract

The effect of supplementation with corn oil (M) and its mixture with palm kernel oil (MP) to
grazing cows on ruminal fermentation, milk production and its fatty acid (FA) profile was
determined. Three treatments were evaluated: a control (C) without oil addition and two

with 720 g/cow/day of M or MP (75:25). Six multiparous Holstein cows were used (597 +
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11.5 kg of weight, 160 + 29 days in milk) and assigned to a double Latin square (3 cows,
3 treatments, 3 periods, 2 squares). Each experimental period lasted 21 d (14 for
adaptation and 7 for sample collection). Kikuyo (Cenchrus clandestinus) pasture was
offered (3 kg DM/100 kg LW). Cows were supplemented with 0.9 kg DM of corn silage,
4.2 kg DM of concentrate and 9 g of chromium oxide. A mixture of the concentrate and
the oils was offered twice a day (5:00 and 14:00). FA and volatile fatty acids (VFA)
concentration were determined by gas chromatography (GC) and chromium concentration
in feces and concentrate by fluorescence spectroscopy. Methane (CH,) production was
estimated taking into account ruminal VFA concentration. Addition of oils increased milk
production (kg/d) (C: 21.4 vs M: 23.6 and MP: 23.9; p<0.01) and milk fat concentration
(%) (C: 3.15 vs M: 3.4 and MP: 3.4; p<0.05). Conjugated linoleic acid (18:2.9 111 CLA)
concentration (g/100g FA) in milk was higher for the oil treatments (C: 0.68 vs M: 1.56
and MP: 1.01) being superior for M (p<0.01). De novo synthesized FA concentration
(9/100g FA) in milk were higher for the control treatment (C: 68.5 vs. M: 52.2 FA and MP:
58.6; p <0.01). Voluntary intake and digestibility of the diet were not different among
treatments. The molar ratio of acetate, propionate and butyrate were not different among
treatments but the molar concentration was lower for the treatments with oils (p<0.001)
resulting in lower estimated methane concentration (ml/200 mol VFA) for these
treatments (p<0.01). Supplementation with M and MP in diets of grazing dairy cows
increases milk production without affecting voluntary intake or the digestibility of the diet.
18:2.9111 CLA concentration increased more for M than for MP.

Key words: conjugated linoleic acid (CLA), methane (CH,), milk production, milk quality

Abreviaturas

AG: acido graso. AGV: acidos grasos volatiles. BH: biohidrogenacién. C: tratamiento
control sin suplementacién de aceite. CG: cromatografia de gases. CNE: carbohidratos
no estructurales. CVMS: consumo voluntario de materia seca. EE: extracto etéreo. EN;:
energia neta de lactancia. FDN: fibra en detergente neutro. FDA: fibra en detergente
acido. FDA:: fibra en detergente acido indigerible. LCE: leche corregida por energia. M:
tratamiento con suplementacibn de aceite puro de maiz. MP: tratamiento con
suplementacién de una mezcla de 75% de aceite de maiz y 25% de aceite de palmiste.

MS: Materia seca. PC: proteina cruda. TMR: dietas totalmente mezcladas



130 Suplementacién con aceites de maiz y su mezcla con aceite de palmiste vacas
en pastoreo: fermentacion ruminal, produccion de leche y perfil de &cidos grasos

4.1 Introduccioén

La inclusion de grasa en dietas de vacas lecheras y su composicién de AG son un factor
determinante en la composicion de la leche y su perfil de AG (Khanal y Olson, 2004).
Schroeder, et al. (2004) sugieren que la adicion de grasas saturadas a la dieta de vacas
en pastoreo aumenta la concentracion de grasa en la leche mientras que las ricas en AG
insaturados la disminuye. Los autores concluyen que independientemente de su grado
de saturacion, las grasas suplementarias aumentan la produccion de leche. En los
Ultimos afios, se le ha dado especial énfasis al perfil de AG de la leche y la manera de
modificarlo por medio de la suplementacion con recursos ricos en lipidos con el propésito
de aumentar los AG potencialmente benéficos para la salud humana (Benjamin y
Friedrich, 2009; Fontecha, et al., 2009). Las fuentes lipidicas (grasas, aceites u otros
recursos alimenticios) con altos niveles de AG poliinsaturados de cadena larga aumentan
los acidos trans-vaccénico (18:1;;1) y acido linoleico conjugado (18:2.911 ALC) en leche
(Kelly, et al., 1998; Dhiman, et al., 2000; Harvatine y Bauman, 2006; Collomb, et al.,
2004a; Collomb, et al., 2006). Estos acidos han sido catalogados como funcionales por
tener efectos anticarcinogénicos, antidiabetogénicos, potenciadores del sistema inmune,
cardiovascular, como mejoradores de la mineralizacion del sistema 6seo y disminucion
de la obesidad (Banni y Martin, 1998; Belury, 1995; Houseknecht, et al., 1998; Pariza, et
al., 1985; Parodi, 1997; Sebedio, et al., 1999; Akahoshi, et al., 2004; Rosberg-Cody, et
al., 2011; Druart, et al., 2014; Lim, et al., 2014; Yang, et al., 2015).

En los capitulos anteriores de esta tesis, hemos reportado que en sistemas in vitro el
aceite de maiz, rico en acido linoleico (18:2.9 c12), produce mayores concentraciones de
18:1;11 que aceites ricos en &cido linolénico (18:3.9 c12 ¢15) cOmo el de linaza (Capitulo 3).
Esta tendencia también ha sido observada con la utilizacién de AG puros (Castillo, et al.,
2012) o en aceites y recursos ricos en lipidos (Kelly, et al., 1998; Dhiman, et al., 2000;
Stanton, et al., 2003; Collomb, et al., 2004a; Collomb, et al., 2004b; Zheng, et al., 2006;
Matsushita et al., 2007). En los experimento in vivo, mayores producciones de 18:1;;; en
el rumen han sido relacionadas con mayores concentraciones de 18:2.9; ALC y 18:1;13
en la leche (Kelly, et al., 1998; Dhiman, et al., 2000; Harvatine y Bauman, 2006; Castafio,
et al., 2014; Stoffel, et al., 2015).
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Las grasas y aceites también han sido utilizadas para disminuir la produccion de CH, en
los rumiantes (Machmdiller, et al., 2000; Beauchemin, et al., 2008, Martin, et al., 2010;
Patra y Yu, 2013) y algunos trabajos sugieren que la actividad antimetanogénica
depende del perfil de AG de las mismos (Beauchemin, et al., 2007; Beauchemin, et al.,
2008; Patra, 2013; Patra, 2014). En los trabajos in vitro de esta tesis hemos encontrado
que el aceite de palmiste rico en acido ladrico (12:0) tiene un mayor potencial para
disminuir las emisiones de CH, in vitro que otros aceites (maiz y linaza). Sin embargo,
este aceite también deprimié la digestibilidad de la materia seca (MS). Los efectos
antimetanogénicos de los aceites que poseen mayor cantidad de AG de cadena media
como el de coco y palmiste han sido ampliamente documentados, postulando a estos
recursos como una alternativa interesante para la reduccion de las emisiones de CH,
entérico (Macmdller, et al., 2003; Beauchemin, et al., 2008; Martin, et al., 2010). Sin
embargo, el uso de estos aceites incrementa la concentracion de AG de cadena media
particularmente 12:0, miristico (14:0) y palmitico (16:0) en la leche (Storry, et al., 1971;
Hermansen, 1995; Hristov, et al., 2009), los cuales en altas cantidades pueden generar
problemas circulatorios en humanos favoreciendo la aparicion indicadores de riesgo o
patologias cardiovasculares (Ulbricht y Southgate, 1991) como el aumento del colesterol
en sangre (Grundy, 1994; Mensink, et al., 2003), riesgo de infarto (Khromhout, et al.,
1995) e incremento de desordenes ateroscleréticos (Nicolosi, et al., 1997). Una
suplementacion de mezcla de aceites ricos en 18:2.9 ¢1, (Maiz) y 12:0 (palmiste) podria
potenciar los efectos benéficos de cada uno. Nuestros trabajos in vitro sugeririan que una
mezcla de 75% de aceite de maiz y 25% de aceite de palmiste potenciaria la produccion
de 18:1y; y 18:2.9 11 ALCy disminuiria la produccion de CH, sin afectar la digestibilidad
de la dieta. Por lo tanto, el objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la
inclusion de aceite de maiz y su mezcla con aceite de palmiste (75:25) sobre la
fermentacion ruminal, la produccion, composicion de la leche y su perfil de AG de vacas

en pastoreo.

4.2 Metodologia

Todos los procedimientos fueron avalados por el Comité de Bioética de la Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota (Acta 04 del afio 2012).
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4.2.1 Localizacion

El experimento se realizd en la Unidad de Bovinos del Centro Agropecuario Marengo de
la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, localizado a 4° 40’ 89” de latitud norte
y 74° 13’ 13” de longitud oeste y a una altitud de 2540 msnm. En esta locacion se
presentan las siguientes condiciones ambientales: temperatura promedio de 13° C (con
variaciones de 0 a 20° C), la humedad relativa oscila entre el 80 al 85% y la precipitacion
promedio anual es 900 mm/afio con dos épocas marcadas de invierno (abril-mayo y
septiembre-noviembre). El experimento tuvo lugar entre los meses de diciembre del afio
2013 y febrero del afio 2014.

4.2.2 Periodo experimental y tratamientos

El experimento duré un total de 63 dias (d), divididos en 3 periodos de 21 d cada uno (14
d de acostumbramiento a los tratamientos y 7 d para la recoleccion de muestras). El
forraje base fue kikuyo (Cenchrus clandestinus) fertilizado con el protocolo sugerido por
Castro, et &l., (2008), para gramineas en Sabana de Bogota a una oferta diaria de 3 kg
de MS por 100 kg de peso vivo; se suministraron 3 kg/d de ensilaje (30% MS) de maiz a
cada vaca. Los tratamientos fueron: una dieta control (C) a base de kikuyo, ensilaje de
maiz y concentrado, M la dieta control con suplementacion de 720 g de aceite de maiz
puro y MP la dieta control con suplementacion de 720 g de una mezcla de aceite de maiz
y palmiste en una proporcién 75:25.

Tabla 4.1 Composicion quimica de los forrajes y el concentrado

item Kikuyo Silo de maiz Concentrado
% de la MS
Proteina Cruda (PC) 16.17 7.27 20.23
Fibra en detergente neutro (FDN) 51.22 56.81 16.16
Fibra en detergente acido (FDA) 22.30 30.93 4.69
Carbohidratos no estructurales (CNE) 17.43 26.30 55.77
Extracto etéreo (EE) 3.31 2.26 0.91
Cenizas 11.87 7.37 6.93
EN, (Mcal/kg de MS)* 1.88 1.98 2.02

'Energia neta de lactancia a 1x el consumo de mantenimiento (NRC, 2001)
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Tabla 4.2 Composicion de ingredientes del concentrado

Ingrediente % de la MS
Torta de soya 38.10
Maiz molido 26.60
Melaza 10.00
Harina de yuca 19.00
Mogolla de trigo 2.30
Carbonato de calcio 3.96
Premezcla mineral 0.04

Tabla 4.3 Perfil de AG de los forrajes, concentrado, aceite de maiz (M) y aceite de maiz
y palmiste (75:25 MP) (g/100 g de AG)

Acido Graso Kikuyo Ensrl:gjig de Concentrado M MP
8:0 1.01 5.85 0.52 - -
10:0 2.26 1.65 1.64 - -
12:0 - - - - 8.40
14:0 - - 1.05 0.13 2.91
14:1.9 - 3.06 - 0.03 0.03
16:0 28.91 23.04 14.91 11.80 10.67
16:1. 13.97 - 10.60 0.03 0.05
16:1 - - - 0.21 0.26
18:0 - - - 5.18 4.87
18:1.9 - 13.75 15.60 20.66 19.65
18:2i9112 - - - 0.41 0.50
18:200 o1 23.41 27.50 40.45 53.99 41.91
18:3c6 co c12 - - - 0.26 0.15
18:3c9 c12 15 24.06 17.16 12.36 5.51 3.61
Otros 6.37 7.99 2.86 1.80 6.99

4.2.3 Animales y manejo

Se utilizaron 6 vacas Holstein (6.3 +/- 1.8 afios de edad, 597 +/- 11.5 kg de peso, 160 +/-
29 dias en lactancia y una produccion lactea de 22.1 +/- 2.3 kg/d) que fueron asignadas
aleatoriamente a un cuadrado latino doble (3 periodos, 3 tratamientos, 3 vacas, 2
cuadrados). Las vacas se ordefiaron con ordefio mecanico dos veces al dia (5:00 y
14:00) y pastaron una pradera de kikuyo con pastoreo en franjas con cerca eléctrica, la

cual se corria dos veces por dia (a.m. y p.m.). En cada ordefio recibian 60 g de sal



134 Suplementacién con aceites de maiz y su mezcla con aceite de palmiste vacas

en pastoreo: fermentacion ruminal, produccion de leche y perfil de &cidos grasos

mineralizada, 2.15 kg de MS de suplemento, 360 g de aceites, 4.5 g de éxido de cromo y
1.5 kg de ensilaje de maiz al final de cada ordefio.

Para calcular la biomasa forrajera, se determinaron las proporciones de la pradera con
producciones de forraje baja, media o alta; luego se cosecharon 3 cuadrantes de 0.5 m?
representativos de cada estrato para ser pesados y determinar la produccion de forraje
promedio de cada uno. El promedio se multiplic6 por la proporcién de cada estrato en el
potrero para estimar la biomasa total disponible y asegurar una oferta forrajera estable.
Para determinar el area de cada potrero se utiliz6 un equipo de geo-posicionamiento
GPSMAP ® 76CSX (Garmin Ltda., Kansas, USA).

4.2.4. Mediciones, toma de muestras y analisis de laboratorio

4.2.4.1 Recoleccién de muestras

e Leche: Para cada periodo se registré la produccion de leche en cada ordefio
(a.m.y p.m.) entre los dias 15y 21 en los tres periodos. Se recolectaron muestras
individuales de leche en los dos ordefios los dias 15, 18 y 21 de cada periodo
experimental en un volumen de 100 ml, las cuales posteriormente fueron
mezcladas para obtener una muestra compuesta por vaca en cada dia de
muestreo. La muestra total fue dividida en dos alicuotas de 100 ml cada una; a
cada una de estas se agregd 3 ml de una solucién de dicromato de potasio al 6%
y se conservo a -20° C para su andlisis de calidad.

e Forraje, ensilaje y suplementos: Los dias 14, 16, 18 y 20 de cada periodo se
recolectdé una muestra de forraje previa al pastoreo (500 g aproximadamente)
mediante la metodologia “hand plucking” descrita por Cook, (1964). Las muestras
de forraje de cada dia se mezclaron para obtener una muestra de cada periodo,
se secaron a 60° C durante 48 horas y se molieron en un molino Romer® con una
criba de 2 mm. Se tomé una muestra de cada uno de los suplementos el dia 14
de cada periodo (500 g aproximadamente) y de ensilaje de maiz en los dias 14,
16, 18 y 20 que se proces6 de la misma forma que el forraje.

e Fluido ruminal: El fluido ruminal (250 ml) se recolect6 a las 16:30 horas del dia
21 de cada periodo utilizando una sonda oro-ruminal, descartando los primeros

200 ml por su posible contaminacion con saliva. Se midi6 el pH con un
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potenciometro Beckman®; el fluido se acidific6 y se almacen6 a -20° C para
posteriores analisis.

Heces: Se recolecté una muestra diaria de heces (300 g aproximadamente) por
estimulacion del ano evitando la contaminacion con orina entre los dias 15 y 21
después del ordefio de la mafiana. Las muestras fueron secadas a 60° C durante
48 horas y molidas en un molino Romer® con una criba de 2 mm y mezcladas

para obtener una muestra por periodo para cada animal.

4.2.4.2 Extraccion y metilacion de las grasas

Leche: La extraccion de la grasa de la leche se realiz6 por el método descrito por
Hurley, et al., (1987) y Diaz-Gonzalez, et al., (2002). Se centrifugaron 100 ml de
leche (15 min a 3000 rpm), retirando la fraccién acuosa; el sobrenadante cremoso
se mezcl6 con 15 ml de solucién detergente (50 g de hexametafosfato de sodio y
24 ml de Triton X-100 disueltos en 1 | de agua), se agitd, se coloco en bafio de
Maria (10 min a 90° C); se retird la grasa de la capa superficial con una pipeta
Pasteur y se almacendé a -20° C. Para la metilacién se utiliz6 el método
modificado de McCreary, et al., (1978). Se recolectaron 100 pl de grasa y se
solubilizaron en 900 ul de diclorometano. Se tomd una alicuota la cual fue
derivatizada con 20 pl del reactivo de methyl esterification Meth-Prep [I® (0.2 M
m-trifluorometilfenil-trimetilamonio hidréxido en metanol, Alltech Associates Inc.,
Deerfield, IL, USA) y 160 pl de diclorometano.

Forraje, ensilaje y suplementos: Los AG del forraje, ensilaje y suplemento se
determinaron por el método sugerido de Garcés y Mancha, (1993) adaptado por
Yamasaki, et al., (1999). Se pesaron 50 mg de forraje seco, ensilaje o
suplemento, se agregaron 2150 ul de metanol absoluto, 990 ul de tolueno, 1000
pl de N,N-dimetilformamida, 66 pl de acido sulfurico al 99.9%, y 2 ml de n-hexano;
la mezcla se coloc6 en un bafio de Maria (2 horas a 80° C) y se dej6 en reposo
(5-10 minutos). El sobrenadante se evapord mediante corriente de N y la muestra
seca se reconstituyé con 300 ul de diclorometano para su posterior andlisis por
CG.



136 Suplementacién con aceites de maiz y su mezcla con aceite de palmiste vacas
en pastoreo: fermentacion ruminal, produccion de leche y perfil de &cidos grasos

4.2.4.3 Cuantificacion de AG
Los AG metilados del forraje, ensilaje, suplementos y leche fueron cuantificados por CG
utilizando un cromatografo de gases marca Shimadzu® modelo GC-2014 con detector
tipo FID y columna capilar de 100 m x 0.25 mm x 0.2 pym. Rt 2560 (Restek®) con las
siguientes condiciones cromatogréficas: las temperaturas del puerto de inyeccion y del
puerto de deteccion fueron de 260°C y 270°C respectivamente. La rampa de temperatura
se programé de la siguiente manera: inicial 140°C por 5 minutos con un incremento
posterior de 4°C por minuto hasta llegar a 190°C y se mantuvo asi hasta llegar a una
duracién total del programa de 60 minutos. Se utilizé helio como gas de arrastre con una

presion de 40.4 psiy un Split ratio de 1:100.

4.2.4.4 Determinacion de acidos grasos volatiles (AGV)

Se tomaron 800 pl del fluido, a los cuales se les adicionaron 500 ul de solucién interna
desproteinizante y acidificante (100 g de acido metafosférico y 0.6 g de acido croténico.
por |, 4° C). Los AGV (acético, propionico, butirico, valérico e isovalérico) se cuantificaron
por CG con un cromatografo de gases marca Shimadzu® modelo GC-2014 con detector
tipo FID y una columna capilar de polietilenglicol de 25m x 0.32 mm x 0.5 pum Agilent®
HP-FFAP (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Las condiciones
cromatograéficas fueron las siguientes: temperatura de 260°C para el puerto de inyeccion,
temperatura del puerto de deteccion de 280°C detector, helio como gas de arrastre,

inyeccion automatica, un Split ratio de 1:50 y una duracion del programa de 10 minutos.

4.2.4.5 Andlisis quimicos

o Forraje, ensilaje y suplementos: El forraje, el ensilaje y las suplementaciones
utilizados fueron analizados para MS, extracto etereo (EE), cenizas, PC-Kjeldahl
(AOAC, 2006b) fibra en detergente neutro (FDN), fibra en detergente acido (FDA)
(Van Soest, et al., 1991), fibra en detergente acido indigerible (FDAI) (Sunvold y
Cochran, 1991) y cuantificacion de AG de cadena larga por CG. Los CNE y EN_
se estimaron segun lo propuesto por el NRC, (2001).

e Leche: La calidad composicional de la leche fue evaluada por ultrasonografia

(Priev y Barenholz, 2010) con un equipo Laktan® 1-4 220.
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Fluido ruminal: El pH del fluido ruminal se midié con un potenciémetro
Beckman®.

Heces: La concentracion de FDAi se determind mediante la metodologia
sugerida por Sunvold y Cochran (1991). ElI cromo fue determinado por
espectroscopia fluorescente de rayos X (S2 PICOFOX® de BRUKER®).

4.2.5 Célculos

Concentracion de CH,: Se realiz6 mediante la ecuacion 4-1 (Ramin y Huhtanen,
2012).

CH, (m1/100 mol AGV's)= 224X(05XC2 - 0.25%C5 + 0.50xC, - 025XAV) (4-1)
Donde: C,, Cs, C;, y AV son las proporciones de acidos acético, propidnico,

butirico y valérico respectivamente.

Leche corregida por energia (LCE): Se calculé mediante la ecuacion 4-2 (Dairy
Records Management Systems, 2011)

LCE (kg/d) = (0.327 x leche kg/d) + (12.95 x grasa kg/d) + (7.65 x proteina kg/d)
(4-2)

Consumo de forraje: Se empleo 6xido de cromo (Cr,O3) como marcador
indigerible externo para determinar la produccién de heces (Holden, et al., 1994) y
FDAi como marcador indigerible interno (Sunvold y Cochran, 1991). La
produccion de heces (kg/d) se determiné usando la ecuacion 4-3.

PH = DME x [MEH] " x 1000™ (4-3)

Donde: PH es la produccién de heces (kg de MS/d); DME es la cantidad del
marcador externo (g de Cromo/d); [MEH] es la concentracion del marcador

externo en las heces (g de Cromo/g de MS de heces).

El consumo de forraje se determiné por la ecuacion 4-4 (Aguilar, et al., 2009).
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CF = (PH x [FDAI],, — CS x [FDAI]s) x [FDAI]* (4-4)

Donde: CF es el consumo de forraje (kg de MS/d); PH es la produccion de heces
(kg de MS/d); [FDAI]4, [FDAI]s y [FDAI]r son las concentraciones de FDAI en
heces, suplemento y forraje respectivamente (g de FDAi/g de MS de heces,
suplemento o forraje); CS es el consumo de suplemento (kg de MS/d).

e indice de aterogenicidad: Se calculd con la ecuacion 4-5, (Ulbricht y Southgate,
1991).

A = (SC1z + 4SCy4 + SCyg) X AGI™ (4-5)

Donde: IA es el indice de aterogenicidad; SCi,, SCi4 y SCi¢ AG saturados de 12, 14y
16 carbonos respectivamente; AGI es la sumatoria de los AG insaturados.

e indice de trombogenicidad: Se calcul6 con la ecuacién 4-6 (Ulbricht y
Southgate, 1991).

IT = (SCy4 + SCy6 + SCug) X [0.5y + 0.5w6 + 3w3 + (w3/w6)]™* (4-6)

Donde: IT es el indice de trombogenicidad; SCy4, SCisy SCis AG saturados de
14, 16 y 18 carbonos respectivamente; MI sumatoria AG monoinsaturados; w3 y

w6 AG de la serie omega 3 y 6 respectivamente.

4.2.6 Diseio experimental

Se empled un cuadrado latino doble con estimacion del efecto residual 3 x 3 x 3 (3
periodos, 3 tratamientos, 3 vacas y 2 cuadrados) (Martinez, et al., 2011). Se compararon
los efectos de la suplementacion sobre las variables de produccién animal y parametros
de la fermentacion ruminal. El andlisis estadistico se realizé utilizando el procedimiento
PROC GLM del sistema estadistico SAS, (1998).

Yii(K)l = p+ YT+ %(Y)il + ACY )jl + T(k) + eij(k)l Donde:
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Yij = la lectura del i-ésimo periodo en el j-ésimo animal, k-ésimo tratamiento (efecto
directo y residual) y I-ésimo cuadrado

¥ = el promedio poblacional de la variable respuesta.

Yl = es el efecto del I-ésimo cuadrado (i=1, 2)

n(Y)il = es el efecto del i-ésimo periodo (i= 1,2,3) dentro del |-ésimo cuadrado (m= 1, 2)

A(Y )jl = es el efecto del j-ésimo animal (j= 1, 2, 3) dentro del |-ésimo cuadrado (m= 1, 2)

Tj = el efecto del k-ésimo tratamiento (k=1, 2, 3) discriminado en efecto directo y
residual
eilk = es el error asociado con la lectura del k-ésimo tratamiento en el j-ésimo animal y

en el i-ésimo periodo

Se realizaron comparaciones de medias no planeadas (Tukey), con un nivel de
significancia del 5%. El modelo cumplié con los supuestos de homogeneidad del material
experimental, que el error experimental es una variable aleatoria, independiente, con

distribucién normal, media igual a 0 y varianzas homogéneas.

4.3 Resultados

4.3.1 Parametros de fermentacion ruminal
La digestibilidad de la MS, MO, FDN y FDA de la dieta y las proporciones molares de

AGV no fueron diferentes entre los tres tratamientos. La adicion de aceites disminuyo la
concentracion de AGV, aumenté el pH del rumen y no afecté la produccién total de CH,

pero disminuyd la cantidad de CH, producido por mol de AGV para estos tratamientos.
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Tabla 4.4 Efecto de la suplementacion (720 g/d) de aceite de maiz (M) y su
mezcla con aceite de palmiste (MP) sobre pardmetros de fermentacion ruminal

Variable Tratamiento ESM!  p?
C M MP

Digestibilidad (%)
MS 59.9 60.3 59.1 0.693 NS
MO 626 619 62.6 0567 NS
FDN 57.2 56.8 54.1 0.898 NS
FDA 255 275 252 0.672 NS
Fluido ruminal
pH 6.50° 6.88* 6.85% 0.043 *
AGV (mmol/) 94.7* 79.2° 74.0° 3.060 ***
Acético (%) 64.0 638 634 0.193 NS
Propidnico (%) 226 223 223 0.203 NS
Butirico (%) 12.8 132 13.7 0.228 NS
Valérico (%) 0.6 0.7 0.6 0.035 NS
Acético:Propibnico 2.8 2.9 28 0.030 NS
CH, (ml/100 moles AGV) 729.7 7343 735.0 2710 NS
CH, corregido (ml/mol producidas) 690.6* 581.6° 544.4° 22.234 **

'Error estandar de la media de los tratamientos. 2Significancia; NS: no
significativa; letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas *:
p<0.05 **: p<0.01 y ***: p<0.001

4.3.2 Consumo de MS

Los consumos de MS de forraje y totales no se vieron afectados por los tratamientos. Los
consumos de ensilaje y suplemento fueron constantes entre los tres periodos y no se
presentaron rechazos de estas fuentes alimenticias.

Tabla 4.5 Consumo (kg/d) de kikuyo, concentrado, ensilaje y aceites de vacas
lecheras en pastoreo

Variable Tratamiento ESM p?
C M MP

Kikuyo 12.2 12.1 12.3 0.258 NS
Concentrado 4.2 4.2 4.2
Ensilaje 0.9 0.9 0.9
Aceite 0 0.72 0.72

Total 17.3 17.9 18.1 0.270 NS

'Error estandar de la media de los tratamientos. 2Significancia C: control sin aceite,
M: aceite de maiz puro, MP: mezcla de aceites de maiz y palmiste (75:25)
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4.3.3 Produccién, composicion de la leche

La produccién diaria de leche y leche corregida por energia (LCE) fue menor para el
tratamiento C sin aceites respecto a los tratamientos con la adicion de estos. Comparado
con el control, la concentracidon de sdélidos totales y grasa en la leche fue superior para
las vacas suplementadas con los aceites pero no se encontraron diferencias significativas
entre los aceites y no hubo diferencias significativas en la concentraciéon de proteina
entre los tres tratamientos. Comparado con C, las producciones diarias de sélidos totales,
grasa y proteina en leche fueron superiores para las vacas suplementadas con los
aceites.

Tabla 4.6 Produccion y composicion de la leche de vacas sin suplementar (C) y
con suplementacion de aceite de maiz (M) o su mezcla con aceite de palmiste

(MP)

Variable Tratamiento ESM? p?

C M MP

Leche
Produccion (kg/d) 21.4° 23.6% 23.9° 0.326 o
Produccién LCE (kg/d) 19.5°  23.2°  235° 0.480 *
Solidos totales
Concentracion (%) 10.8° 11.8% 11.6% 0.148 *
Produccion (kg/d) 2.31° 2.782 2.762 0.061 *
Proteina
Concentracioén (%) 3.07 3.19 3.11 0.025 NS
Produccion (kg/d) 0.66" 0.75% 0.74% 0.022 o
Grasa
Concentracion (%) 3.15°  3.40°  3.43° 0.038 *
Produccion (kg/d) 0.67° 0.80° 0.82% 0.017 **

'Error estandar de la media de los tratamientos. “Significancia; NS: no
significativa; letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas *:
p<0.05 **: p<0.01 y ***: p<0.001

4.3.4 Perfil de AG de la leche
Las concentraciones de los AG 4:0, 6:0, 13:0, 15:0, 16:1:9, 16:1co, 17:0, 17:1.9, 18:2¢9 c12,

18:3c9 c12 c15 €n la leche no fueron diferentes al igual que en los AG sin identificar. Se
presentaron mayores niveles de los AG 8:0, 10:0, 11:0 y 18:210 12 €n la leche de vacas

en el tratamiento C respecto a las suplementadas con aceites. La concentracion del AG
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12:0, 14:0 y 16:0 en la leche fue superior en C y MP en relacion al tratamiento M. Para

los AG 14:1,, 16:1y, 18:1y4; y 18:2.9 11 Se presentaron efectos residuales de los

tratamientos. La adicion de aceites aumento las concentraciones de 18:0, 18:1.9, 18:1.4,

18:14; y 18:2.9 u; ALC en la leche en relaciéon al tratamiento C aunque estas fueran
mayores para el tratamiento M.

Tabla 4.7 Composicion de AG de la leche (g/100 g de AG) de vacas en pastoreo
suplementadas con aceite de maiz (M) o una mezcla de aceite de maiz y palmiste (MP)

Tratamiento

AG ER* ESM? p®
C M MP

4:0 2.31 2.44 2.54 NS 0.058 NS
6:0 1.93 1.64 1.76 NS 0.044 NS
8:0 1.242 0.95° 1.03° NS 0.043 *
10:0 3.00% 2.07° 2.26° NS 0.130  **
11:0 0.40% 0.23° 0.28° NS 0.026 *
12:0 3.742 2.48° 3.452 NS 0.173 *
13:0 0.09 0.05 0.07 NS 0.008 NS
14:0 12.55° 9.99° 11.28° NS 0.299  **
14:1, 0.292 0.21° 0.22° * 0.010  **
14:1. 0.34% 0.28° 0.27° NS 0.011 *
15:0 1.422 1.06° 1.15° NS 0.089 NS
15:1 1.31° 0.94° 0.97° NS 0.047 *
16:0 36.82% 27.55° 30.97° NS 1.046 *
16:1 0.27 0.26 0.25 * 0.011 NS
1619 1.66 1.16 1.30 NS 0.079 NS
17:0 0.33 0.21 0.20 NS 0.021 NS
17:1c 0.81 0.68 0.58 NS 0.031 NS
18:0 9.15° 13.65% 12.462 NS 0.585 *
18: 149 1.27° 3.322 1.93° ok 0.217  **
18:1. 17.50° 25.63% 23.112 NS 1.007 *
18:1,1; 0.74° 1.862 1.14% NS 0.103 *
18:2¢9 c12 0.81 1.12 1.04 NS 0.047 NS
18:3c9 012 c15 0.32 0.26 0.23 NS 0.012 NS
18:2.9111 ALC? 0.68° 1.56% 1.01° * 0.045  **
18:2410c12 ALC 0.112 0.08° 0.06° NS 0.006 *
Otros 0.90 0.60 0.42 NS 0.043 NS

'Efecto residual. “Error estandar de la media de los tratamientos. Significancia; NS: no
significativa; letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas *: p<0.05
**: p<0.01 y ***: p<0.001. *Variable transformada por su raiz
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La adiciébn de aceites aumenté el nivel de AG monoinsaturados, poliinsaturados y
preformados en la leche y disminuy0 los indices de trombogenicidad y aterogenicidad.

Tabla 4.8 Efecto de la suplementacién de maiz (M) o una mezcla de aceite de maiz y
palmiste (MP) sobre la composicién de AG de la leche (g/100 g de AG)

Tratamiento

Variable ESM! p?
C M MP
(g/100 g de AG)

Saturados 72.99° 62.32° 67.45°  1.172 *
Insaturados 26.11° 37.08° 31.92°  1.202 *
Monoinsaturados 24.19°  34.04% 29.58° 1.092 *
Poliinsaturados 1.92° 3.03% 2.34° 0.125 *
Impares 4.36°  3.18° 3.25° 0.177 *
De novo (£ 17 C) 68.51% 52.22° 58.58° 1.742 **
Preformados (= 18C) 30.59° 47.18? 40.79°  1.778 *x
Saturados:Insaturados 2.81° 1.69° 2.13° 0.127 *
w3/w6 0.35*  0.22° 0.21°  0.024 *
indice de aterogenicidad 2.05% 1.08° 1.44° 0.106 *
indice de trombogenicidad 3.87% 2.16° 2.84° 0.186 *

'Error estandar de la media de los tratamientos. %Letras diferentes en la misma fila
indican diferencias estadisticas *: p<0.05 **: p<0.01 y ***: p<0.001

4.4 Discusion

En este trabajo se explord el efecto de suplementar aceite de maiz o su mezcla con
aceite de palmiste (75:25) sobre la fermentacién ruminal, la produccién y composicion de
la leche y su perfil de AG de vacas en pastoreo. Teniendo en cuenta los trabajos in vitro
de esta tesis, se especul6 que el aceite de maiz aumentaria las concentraciones de
18:1411 Yy 18:2.9111 €N la leche y que su combinacion con aceite de palmiste reduciria mas

el CH,4 que el aceite de maiz solo.

4.4.1 Fermentacion ruminal

Los lipidos presentan distintos mecanismos por los cuales pueden modificar la

fermentacion ruminal y reducir la produccion de CH,, entre los que se destacan la
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reduccion de la digestibilidad de la dieta, cambios en las rutas fermentativas en el rumen,
efectos toxicos sobre ciertas poblaciones de microorganismos ruminales,
biohidrogenacion (BH) de AG insaturados, una disminucion en el consumo voluntario o
una modificacion en la proporcién de carbohidratos fermentables de la dieta como
consecuencia del reemplazo de energia fermentable por lipidos (Johnson y Johnson,
1995; Giger-Riverdin, et al., 2003; McGinn, et al., 2004; Yabuuchi, et al., 2006;
Beauchemin, et al., 2008; Matrtin, et al., 2010; Patra, 2013; Patra, 2014).

Aunque en este trabajo no se midi6é directamente la produccién de CH,, esta se estimé
por medio de los productos finales de la fermentaciéon (Rahmin y Huhtanen, 2012). Las
inclusiones de aceites al 4% de la dieta disminuyeron la produccion estimada de CH, en
mas de un 16% (Tabla 4.4). Autores como Giger-Riverdin, et al., (2003), Eugéne, et al.,
(2008) y Beauchemin, et al., (2008) reportan que la produccion de CH, se reduce entre
un 2.2% y un 5% por unidad de lipido suplementada. Patra, (2013) y Patra, (2014) en
meta-andlisis reporta disminuciones lineales en vacas y ovejas de 4.3% de las emisiones
totales de CH, por unidad de lipido suplementada. En nuestro caso puede calcularse que
por cada unidad de aceite adicionado se redujo la produccion estimada de CH, en cerca
de un 4%.

Varios autores han encontrado que la adicion de aceites a dietas de los rumiantes reduce
la relacion acetato:propionato como consecuencia de una menor degradacion de la fibra
en el rumen (Mohamed, et al., 1988; Machmiiller, et al., 2000; Boadi, et al., 2003;
Beauchemin, et al., 2007; Beauchemin, et al., 2008; Patra, 2013; Patra, 2014) lo que
explica en parte las menores producciones de CH, en animales suplementados con
aceites. Sin embargo, en el presente trabajo las proporciones molares de acetato no
disminuyeron en relacién a las de propionato debido a la adicion de aceites. Las
concentraciones de AGV totales si se redujeron, lo que explica las menores producciones
estimadas de CH,. Las menores concentraciones de AGV resultan consistentes con el
mayor pH ruminal en los tratamientos con aceites (Tabla 4.4). Salvo para el caso de la
digestibilidad, los resultados in vivo son consistentes con los observados in vitro en esta
tesis, en los cuales la adicion de aceites redujo la produccion de AGV, la produccién de
CH, y aumento el pH del inoculo. De la misma manera, Ueda, et al. (2003) reportan
niveles de pH en fluido ruminal de 6.34 para un control sin adicion de grasa y de 6.44

para dietas con inclusiones de hasta un 3% de aceite de linaza. Mayores valores de pH
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en el rumen de animales que consumen dietas con adiciébn de aceites pueden ser
explicados por una reduccion en la fermentacion ruminal que trae como consecuencia
una menor concentracion de AGV (Machmduller, et al., 2000; Machmuller, et al., 2003;
Machmdiller, et al., 2006).

Los efectos negativos de los aceites sobre la fermentacion ruminal han sido ampliamente
reportados (Machmdiller, et al., 2000; Giger-Riverdin, et al., 2003; Machmdller, et al.,
2003; McGinn, et al., 2004; Machmdtiller, et al., 2006; Jordan, et al., 2006; Beauchemin, et
al., 2007; Beauchemin, et al., 2008; Eugéne, et al., 2008; Patra y Yu, 2013; Patra, 2013;
Patra, 2014). Aunque la digestibilidad ruminal no fue medida en el presente estudio si se
midi6 la digestibilitdad total. Los coeficientes de digestibilidad total aparente de MS, MO,
FDN y FDA en el tracto gastrointestinal no fueron diferentes debido a la adicién de
aceites. Varios autores tampoco han encontrado efectos negativos de los aceites en la
digestibilidad de todo el tracto digestivo. Doreau, et al., (1991) reportan degradabilidades
de la MO similares entre un control sin grasa y la inclusion de aceite de colza hasta un
10% de la dieta. Hussein, et al., (1995) suplementaron 10% de aceite de canola a la dieta
de novillas de reemplazo y esto no afecté la digestibilidad de la fibra. Bateman y Jenkins,
(1998) reportaron digestibilidades de MS, MO y FDA similares entre un tratamiento
control (sin inclusion de grasa) e inclusiones de hasta un 8% de aceite de soya a dietas
de vacas lecheras. Adicionalmente, Ueda, et al., (2003) con inclusiones inferiores de
aceite de linaza a dietas a las usadas en nuestro ensayo (3%) con diferentes relaciones
forraje:concentrado tampoco reportan efectos negativos sobre la digestibilidad de MS,
MO, FDN, FDA en vacas lecheras. Sin embargo, la ausencia de efecto de la adicién de
aceites sobre digestibilidades de todo el tracto gastrointestinal no implica que la
fermentacion ruminal no sea disminuida por la adicion de aceites. Algunos trabajos han
reportado que la menor digestibilidad en el rumen como consecuencia del uso de aceites
en la dieta de rumiantes puede ser compensada por una mayor digestibilidad en el tracto
posterior (Ikwuegbu y Sutton, 1982; Suttton, et al., 1983; Faichney, et al., 2002). El efecto
neto de esta modificacion en el sitio de digestion (rumen vs tracto posterior) sobre las
producciones de CH,4 por el animal no se pueden predecir. No obstante, si la adicion de
lipidos disminuye la fermentacién ruminal de los almidones y esta se compensa en el
intestino delgado, esto resultaria en una menor produccién de CH, como consecuencia
de una menor fermentacion total de carbohidratos. Ueda, et al., (2003) reportan una

interaccion significativa entre la proporcion forraje:concentrado y la adicion de aceite de
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linaza a un 3% en vacas lecheras, siendo que en una dieta compuesta de forraje y

concentrado se afecta la degradacion del almidon con la inclusion de aceite respecto a
dietas de solo forraje, forraje con aceite y concentrado con aceite.

En este trabajo también se buscaba comparar el efecto del perfil de AG de los aceites
sobre la fermentacion ruminal y en particular el efecto de adicionar aceite de palmiste.
Para esto se us6 un aceite de maiz rico en 18:2.9 .12 Y Una mezcla de maiz con aceite de
palmiste que es rico en 12:0 y 14:0. La reduccién en la produccion de CH, debida a la
sustitucion de 25% del aceite de maiz por aceite de palmiste fue de 5.4% adicional. Sin
embargo, esta diferencia no fue significativa. Machmiller, et al., (2000) tampoco
encontraron diferencias en la produccion de CH, entre el aceite de coco (perfil similar al
aceite de palmiste) y la adicion de semillas de girasol (ricas en 18:2.9 ¢1» como el de
maiz) al ser adicionados a dietas para corderos. Sin embargo, en otro estudio el mismo
grupo de investigacion (Machmidiller, et al., 1998) reporté menores producciones de CH,
para el aceite de coco en un sistema de fermentacién continua (RUSITEC). Autores
como Giger-Riverdin, et al., (2003), Eugéne, et al., (2008), Beauchemin, et al., (2008),
Patra, (2013) y Patra, (2014) sugieren un mayor efecto antimetanogénico para lipidos
ricos en AG saturados de cadena media (12:0 y 14:0 principalmente). Es posible que
para lograr estos efectos, se deban usar mayores concentraciones de aceites ricos en
estos 4acidos que las usadas en el presente ensayo. No obstante, mayores
concentraciones a las usadas en este experimento pueden generar efectos negativos
sobre la degradacion de la MS y las fibras (Jordan, et al., 2006) que resultarian

indeseables, pues afectarian negativamente la productividad animal.

4.4.2 Consumo de materia seca (MS)

La inclusion de grasas y aceites en la dieta de las vacas lecheras permite aumentar la
densidad energética de la misma, al igual que el consumo de energia, siempre y cuando
el consumo voluntario de MS (CVMS) no se vea afectado negativamente (Schroeder, et
al., 2004). La suplementacion de energia mediante el uso de grasas y aceites ha sido
ampliamente documentada en sistemas donde se emplean dietas totalmente mezcladas
(TMR por sus siglas en inglés). En dichos sistemas de alimentacion, la mayoria de
autores concuerdan en que se presentan disminuciones del CVMS aln cuando se

empleen grasas protegidas (Palmquist, 1984; Gagliostro y Chilliard, 1992; Schroeder, et
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al., 2004), siendo que los efectos son mayores cuando se superan concentraciones del 8
0 9% (Palmquist y Jenkins, 1980) y cuando aumenta la proporcién de AG insaturados en
las fuentes lipidicas (Firkins y Eastridge, 1994; Bremmer, et al., 1998). En sus revisiones
de trabajos realizados en vacas en pastoreo, Schroeder, et al., (2004) y Bargo, et al.,
(2003) no encontraron efecto de la suplementacion con grasa sobre el CVMS al igual que
lo reportado por Ueda, et al., (2003) con la adicién de aceite de linaza en cantidades
crecientes a dietas con relaciones variables de forraje:concentrado, Zheng, et al., (2005)
con la inclusién de distintos aceites vegetales (0.5 kg de aceite de semilla de algoddn,
soya 0 maiz) en sistemas TMR, Benchaar, et al., (2012) en sistemas similares con
suplementaciones de hasta un 4% de aceite de linaza en vacas no lactantes y Dai, et al.,
(2011), quienes reportan consumos similares entre un control sin grasa respecto a la
suplementacion con aceite de colza, mani o girasol. Sin embargo y en contradiccién a lo
anterior, Bateman y Jenkins, (1998) reportan una disminucién en el CVMS cuando se
suministran cantidades crecientes de aceite de soya al igual que Veira, et al., (2001),
guienes reportan disminucién con niveles de hasta un 3% del total de la dieta. Teniendo
en cuenta lo anterior, se puede afirmar que una mayor cantidad de grasa o aceite
adicionada a la dieta, asi como un mayor grado de insaturacion de los lipidos
suplementarios no siempre generan disminuciéon en el CVMS. La suplementacién de
grasa en este ensayo fue de 720 g, representando un 4% del total de la dieta. Las
fuentes lipidicas utilizadas presentaron niveles superiores al 70% de AG insaturados y
cercanas al 4% recomendado por el NRC, (2001) para niveles de grasa proveniente del
suplemento. La inclusion de lipidos se encontré muy por debajo de los niveles empleados
por la mayoria de autores en la literatura (Schroeder, et al., 2004). Las cantidades totales
de grasa en cada uno de los tratamientos fueron de 2.69% para C, 5.97% para el
tratamiento M y 5.93% para MP.

Sumado a lo anterior, cabe resaltar que en los sistemas TMR la oferta de alimento no
suele ser una limitante, contrario a lo que sucede en los sistemas pastoriles en la Sabana
de Bogota, donde la oferta alimenticia es inferior al potencial CVMS. En este ensayo, el
CVMS estuvo entre 2.9 y 3 kg de MS/100 kg del peso vivo si se cuantifican los consumos
de forraje, ensilaje y suplemento. Habiendo establecido una oferta forrajera de 3 kg de
MS/100 kg del peso vivo, se puede hipotetizar que existid una restriccion al consumo
potencial de la pastura, lo cual generd un efecto de adicion donde los animales tendieron

a consumir todo lo que les fuese ofrecido para satisfacer sus requerimientos nutricionales
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con ausencia de fendmenos de sustitucion en el consumo de forraje. Los niveles bajos de

suplementacién de aceite, de grasa total de los tratamientos y la restriccion alimenticia
explican el hecho de que no se hayan presentado diferencias en CVMS.

4.4.3 Produccion, calidad de la leche

De acuerdo a la revision de la literatura, se esperaba que la adicion de aceites ricos en
AG poliinsaturados a la dieta de vacas en pastoreo aumentara el volumen de leche y
disminuyera la concentracion de la grasa lactea (Rabiee, et al., 2012; Schroeder, et al.,
2004). Coincidiendo con otros reportes (Gagliostro y Chilliard, 1992; Wu y Huber, 1994;
Schroeder, et al., 2004; Van Knegsel, et al., 2004; Rabiee, et al., 2012), la produccién de
leche aument6 ante el aporte suplementario de los aceites cerca del 11%. Este aumento
fue independiente de la fuente de aceite utilizada (M o MP). La mayor produccion de
leche asociada a la adicion de aceites a la dieta ha sido generalmente atribuida a un
aumento en el consumo en energia (Van Knegsel, et al., 2004; Schroeder, et al., 2004).
En nuestro estudio, la adicién de aceites a la dieta también increment6 la concentraciéon
de grasa en la leche independientemente de la fuente resultando en un aumento de
cerca del 19% en la LCE. Algunos autores sugieren que las fuentes de AG
poliinsaturados pueden disminuir la sintesis de la grasa lactea resultando en una menor
producciéon de leche corregida por grasa o energia (Schroeder, et al., 2004) lo cual no
ocurrié en este estudio. Bargo, et al., (2003) y Schroeder, et al., (2004) sugieren que en
animales en pastoreo la principal limitante para la produccién es el consumo de energia
restringidos y que la produccion de leche aumenta proporcionalmente al mayor consumo
de energia en la raciéon sin modificar su composicion. En este estudio, la oferta de
pastura (MS) fue ajustada al 3% del peso vivo, por lo cual se esperaria un aumento en la
produccion de leche con la adicién de los aceites por un mayor consumo de energia en la
dieta sin que se modificara la concentracion de grasa. Sin embargo, la concentracion de
grasa aumenté reflejando que la captura de AG preformados en los tratamientos con
aceites supero la disminucion observada de los AG sintetizados de novo en la glandula
mamaria (tabla 4.8). La menor produccion y sintesis de grasa en el tratamiento control se
explica también debido a una mayor concentracién de 18:2,1 .12 ALC respecto a los
tratamientos con adicion de aceites (tabla 4.7). La inclusién de fuentes alimenticias o
condiciones que favorezcan la sintesis de sus precursores en el rumen (bajo pH, tabla

4.4) o de otros AG (18:25 .10 CLA) inhiben la sintesis de grasa en la glandula mamaria,
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reduciendo la actividad y/o expresién de genes que codifican enzimas involucradas en el
metabolismo de los lipidos (Bauman y Griinari, 2001; Baumgard, et al., 2002; Peterson, et
al., 2003).

Diversos autores indican que la suplementacion de grasas con alto grado de insaturaciéon
como las usadas en este estudio (>60%) disminuye la concentracion de grasa lactea
(Garnsworthy, 1997; Bauman y Griinari, 2001; Chilliard, et al., 2001). Se argumenta que
la inclusiébn de dichas fuentes afecta la degradacién de la fibra disminuyendo la
proporcion de los AGV acético y butirico, precursores de la sintesis de novo de AG de
cadena media y corta en la glandula mamaria (Schroeder, et al., 2004). En este ensayo la
suplementacion con aceites redujo la concentracion de AGV en el rumen, lo cual
sugeriria que los aceites disminuyeron el aporte neto de precursores (acetato y butirato)
de la sintesis de novo. Sin embargo, la concentraciéon de grasa lactea no se redujo con la
adicién de aceites y las cantidades de grasa producida (g/d) a partir de AG sintetizados
de novo (= 17 carbonos) fueron similares (459, 423, 474 g/d para C, M y MP
respectivamente). La mayor concentracion de grasa en la leche se explico en parte por
un aumento en las cantidades de grasa (g/d) que contenian AG de = 18 carbonos (205,
387, 336 g/d para C, M y MP; respectivamente) probablemente de origen dietario. Storry,
et al., (1967) reportaron aumentos de 0.3 puntos porcentuales de grasa lactea con el uso
de aceite de palma y coco respecto a un tratamiento control bajo en grasa (3.99, 3.97 y
3.63% respectivamente) en vacas en un sistema TMR. Estos investigadores concluyen
gue bajas cantidades de grasa en la dieta de vacas lecheras generan menores
porcentajes y producciones de grasa en leche, y que la sintesis y producciéon de esta se
incrementa cuando la grasa de la dieta aumenta como es el caso de nuestro estudio.
Glasser, et al., (2008) en un meta-analisis de la relacion entre el flujo de AG al duodeno y
la sintesis de grasa en leche encontré que cuando la concentracién de AG = 18 carbonos
estaba por debajo de 52% en la grasa lactea la adicién de grasas a la racion aumentaba
las concentraciones de estos AG en la leche. En nuestro trabajo, la concentracion de AG
de 2 18 carbonos del total de la grasa lactea en el tratamiento control fue muy inferior a
este valor (30.6%) y las concentraciones de = 18 carbonos aumentaron en los
tratamientos M (47.2%) y MP (40.2%).

Diversos trabajos sugieren que la suplementacion con grasas reduce la concentracion de

la proteina lactea (Loor, et al., 2002; Loor y Herbein, 2003; Zhang, et al., 2006) con un
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posible aumento en la produccién de proteina (g/d) debido a un mayor volumen de leche
producido (Fearon, et al., 2004; Schroeder, et al., 2004; Flowers, et al., 2008). En nuestro
trabajo, las concentraciones de proteina en la leche resultaron similares entre
tratamientos independientemente de la adicion o no de aceites a la dieta. Sin embargo, la
proteina diaria excretada aumentd debido a un mayor volumen de leche producido en las
vacas suplementadas con aceites. El mayor aumento en la produccion de proteina
alcanzo6 los 11 g/dia, coincidiendo por lo reportado por Schroeder, et al., (2004) los
cuales afirman que la produccion diaria de proteina se puede ver incrementada cerca de
22.8 g/dia con inclusiones de hasta 1 kg diario de grasa en vacas en pastoreo, explicado

en gran parte por el aumento en la produccion de leche.

4.4.4 Perfil de AG de la leche

Uno de los objetivos de este trabajo era el de aumentar la proporcion de AG insaturados
y de 18:1;;; ATV vy 18:2.9111 ALC en la grasa de la leche a través del uso de un aceite
rico en 18:2.9 1> (Maiz). Los trabajos in vitro de esta tesis mostraron que el aceite de
maiz producia mayores concentraciones de 18:1.; ATV precursor de 18:2.911 ALC en el
medio de cultivo que los aceites de linaza o palmiste. Esta estrategia de suplementacion
con aceite de maiz debia por lo tanto mejorar el perfil graso de la leche que se
caracteriza por ser altamente saturado y con altas proporciones de AG de cadena media
indeseables para la salud humana (Grundy, 1994; Khromhout, et al., 1995; Nicolosi, et
al., 1997; Mensink, et al., 2003). En este trabajo también se incluyé un tratamiento donde
al aceite de maiz se le adicion6 aceite de palmiste, debido a que este Ultimo mostrdé una
mayor capacidad de reducir la produccion de CH,4 en un sistema in vitro que otros aceites
(maiz y linaza). Adicionalmente, nuestros trabajos in vitro sugerian que el aceite palmiste
(rico en 12:0 y 14:0) disminuia la lipdlisis y/o la BH de los AG poliinsaturados, por lo cual
se esperaba que la adicién de este aumentara la proporcion de estos AG en la grasa
lactea. Sin embargo, su adicién también podria aumentar las concentraciones de 12:0 y

14:0 que resultan ser hipercolesterolémicos cuando son consumidos en exceso.

Como en otros trabajos (Hermansen, 1995; Fearon, et al., 2004; Khanal, et al., 2005;
Rego, et al., 2005; AbuGhazaleh y Holmes, 2007; AbuGhazaleh, 2008; Nicolae, et al.,

2008; Rego, et al., 2009), la adicion de fuentes ricas en 18:2. .1» a la dieta de vacas
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lecheras en pastoreo aumentd la proporcion de AG de cadena larga y de insaturados. La
pequefia proporcion de aceite de palmiste incorporada al aceite de maiz no modifico el
perfil AG de la leche con excepcién de las proporciones de 18:1, 18:1,;; ATV Yy 18:2c9 111
ALC que fueron ligeramente menores y de 12:0, 14:0 y 16:0 que aumentaron. Estos
ultimos AG se encuentran relacionados a problemas de salud humana, especificamente
a enfermedades del sistema circulatorio (Ulbricht y Southgate, 1991; Grundy, 1994;
Khromhout, et al., 1995; Nicolosi, et al., 1995.; Mensink, et al., 2003) y generaron una
grasa lactea menos saludable de acuerdo a los indices de aterogenicidad vy

trombogenicidad (tabla 4.8).

Ulbricht y Southgate, (1991) sugirieron que la relacién de AG saturados:insaturados de
los lipidos en la dieta de humanos era inadecuada como pardmetro para evaluar la
calidad de las grasas en la alimentacion humana, ya que no todos los AG saturados
pueden considerarse nocivos para la salud humana. Adicionalmente, sefialaron que
estos indices no reconocian las diferencias que tenian los diferentes AG sobre diferentes
riesgos a la salud. Estos autores propusieron los indices de aterogenicidad y
trombogenicidad, que consideran de manera particular la composicién de AG de la grasa
de la dieta. En los dos casos, cuanto mas bajo sea el valor absoluto de ambos indices
menor sera el riesgo para la salud humana por el consumo de este tipo de grasa. El
primer indice (aterogenicidad) estaria asociado al riesgo de formar ateromas y el
segundo al de la formacién de trombos. En nuestro trabajo, la grasa lactea con valores
mas altos de indices de aterogenicidad y trombogenicidad se present6 en la dieta sin
adicion de aceites debido a una mayor proporcion de AG saturados (12:0, 14:0, 16:0).
Estos indices fueron reducidos en mas de un 50% ante la suplementacion de aceite de
maiz, lo que constituye una estrategia valida para disminuir el riesgo de aterogenicidad y
trombogenicidad asociado al consumo de grasa lactea. La mejora en estos indices se
produjo como consecuencia a un incremento en la proporcion de AG insaturados y
particularmente del 18:1.9, que aumenté mas de 8%. El indice de aterogenicidad esta
relacionado con la proporcion de 12:0, 14:0 y 16:0 y el de trombogenicidad
adicionalmente incluye el 18:0. La suplementacion con aceite de maiz y su mezcla con
palmiste aumentaron la proporcion de 18:0 en la grasa lactea. Sin embargo, su indice de
trombogenicidad disminuy0, sugiriendo que este aumento es compensado por una mayor
proporcion de AG insaturados, lo cual se asocia a efectos positivos en salud humana
(Williams, 2000; Lock y Bauman, 2004; Fontecha, et al., 2009).
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La adicion de aceite de palmiste al aceite de maiz aumentd los indices como
consecuencia de mayores niveles de los AG 12:0, 14:0 y 16:0. Por lo tanto, la inclusion
de este aceite se consideraria negativa, aun cuando el tratamiento control generd
mayores niveles respecto a la mezclas de aceites. Distintos autores reportan que
raciones de vacas lecheras que contienen aceite de coco incrementan el porcentaje de
12:0, 14:0 y 16:0 en leche, sugiriendo que la transferencia de estos AG desde la dieta al
producto es alta y su incremento esta positivamente relacionado con el aumento de los
niveles de inclusién (Storry, et al., 1967; Storry, et al., 1971; Hermahansen, 1995; Hristov,
et al., 2009). En nuestro trabajo, la transferencia de estos AG no siguié una relacién
lineal o proporcional a lo suplementado, ya que la mezcla de aceites contenia mayores
proporciones de 12:0 que de 14:0. Sin embargo, el aumento de 12:0 y 14:0 en la grasa
lactea fueron similares. EI mayor incremento se presenté en el 16:0, que solo fue
ligeramente superior en el tratamiento que contenia aceite de palmiste. Estos resultados
sugeririan que no se pueden predecir las modificaciones que ocurriran en la grasa lactea
a partir de la grasa suministrada, y que las proporciones de estos AG en el suplemento
no generan modificaciones proporcionales en la leche. En el caso de los AG de cadena
media, la ausencia de proporcionalidad entre la dieta y la leche podria explicarse por la
sintesis de novo microbial o mamaria, por los procesos de elongacién de estos en la
glandula mamaria y/o metabolismo hepatico de estos compuestos (Baumgard, et al.,
2001; Baumgard, et al., 2002; Bauman, et al., 2011; Rico y Harvatine, 2013). En el caso
de los AG de cadena larga, su presencia en la leche esta relacionada con el aporte de la
dieta y los procesos de BH ruminal (Kelly, et al., 1998; Harvatine y Bauman, 2006;
Harvatine y Bauman, 2011).

Adicionalmente, se presentaron efectos residuales debido al cambio de dietas
experimentales entre periodos para los AG 14:1y, 16:1, 18:113 ATV y 18:2.9 111 ALC.
Este fendmeno se manifestd en la magnitud de la respuesta al cambio de dieta pero no
en la direccion u orden de la respuesta (figuras 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4). Consideramos que es
posible hacer una discusién de los efectos principales. Sin embargo, algunos autores
reportan que la recuperacion de las condiciones ruminales en animales que han sido
sometidos a retos nutricionales importantes puede llegar hasta los 21 dias, afectando los
niveles de AG en leche en periodos subsecuentes (Rico y Harvatine, 2013). Es probable
gue para evitar estos efectos residuales los periodos experimentales deberian haber sido

mayores a los usados en este estudio.
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Figura 4.1 Efecto de la secuencia de los tratamientos sobre el contenido de 14:1, en
leche
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Figura 4.2 Efecto de la secuencia de los tratamientos sobre el contenido de 16:1, en
leche
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Figura 4.3 Efecto de la secuencia de los tratamientos sobre el contenido de 18:1;; ATV
en leche
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Figura 4.4 Efecto de la secuencia de los tratamientos sobre el contenido de 18:2.9 111
ALC en leche

Uno de los propésitos de este trabajo era aumentar las proporciones de 18:2.911; ALC en
la grasa lactea, ya que este AG ha sido asociado con efectos benéficos para la salud
humana (Sebedio, 1999; Munday, et al., 1999; Belury, 2002; Yang y Cook, 2003;
Akahoshi, et al., 2004; Rosberg-Cody, et al., 2011; Druart, et al., 2014; El Roz, et al.,
2013; Yang, et al., 2015). Es conocido que la adiciéon de aceites vegetales ricos en AG
poliinsaturados (18:2.9c12 ¥ 18:3¢9 c12 c15) incrementan las proporciones de 18:2.911 ALC
en la grasa de la leche (Kelly, et al., 1998; Dhiman, et al., 2000; Harvatine y Bauman,

2006), siendo que aceites con mayores cantidades de 18:2.9 1> como el maiz son los
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gue generan un mayor efecto (Kelly, et al., 1998; Dhiman, et al., 2000; Stanton, et al.,
2003; Collomb, et al., 2004a; Collomb et al., 2004b; Zhang, et al., 2006; Matsushita et al.,
2007; Stoffel, et al., 2015). En nuestro trabajo, el aumento de 18:2.9 1 ALC en la grasa
lactea fue de 129% con la adicion del aceite de maiz a la dieta alcanzando
concentraciones finales de 1.6 g/100 g AG. Con la proporcion encontrada, una persona
tendria que consumir entre 2 y 4 kg de leche para alcanzar la recomendacion diaria de
consumo de 18:2.9111 ALC (1 a 4 g/d) (Dilzer y Park, 2012). Los consumos de leche per
cépita en Colombia son bajos (0.45 kg/d) (IDF, 2013) por lo cual alcanzar los valores

recomendados de 18:2.911; ALC como terapéuticos y/o preventivos es dificil.

Utilizando alimentos convencionales, la ingestion diaria de 18:2.9 11 ALC y 18:14; ATV
resultaria insuficiente en el humano para alcanzar sus efectos bioquimicos, moleculares y
fisiol6gicos positivos contra el cancer, la aterosclerosis y la obesidad (Watkins y Li, 2003).
Es Importante conocer la cantidad efectiva minima de 18:2.9 11 ALC y 18:11; ATV a
consumir diariamente por un ser humano para obtener un efecto terapéutico o protector
sobre la salud. En animales de laboratorio (ratas) se demostré que con concentraciones
muy bajas de 18:2.9 y; ALC en la racion total (0.1%) se lograba disminuir
significativamente el nimero de tumores mamarios (Ip, et al., 1994). Para una rata de
unos 350 g de peso vivo, el consumo diario preventivo de 18:2.911; ALC seria del orden
de 0.015 g. Una ingestion equivalente en el ser humano, utilizando el peso metabdlico
como ajuste en el calculo, permite estimar que un efecto antitumoral en una persona de
unos 70 kg de peso vivo podria lograrse con un consumo de 0.8 g/dia de 18:2.91 ALC
(Watkins y Li, 2003). Cabe comentar que el consumo juzgado como preventivo de 18:2.
111 ALC seria unas 10 veces menor (Gagliostro, 2004a). Por otra parte, los efectos
saludables del consumo de 18:2.911 ALC sobre la ateroesclerosis se alcanzarian a partir
de niveles cercanos a los 0.25 g/d (calculo por extrapolacién de los efectos observados
en experimentos con animales de laboratorio ajustados al ser humano en funcién del

peso metabdlico).

A pesar de que se ha afirmado que en los sistemas de pastoreo los niveles de 18:2.9 111
ALC en la leche son superiores a los de dietas TMR (Dewhurst, et al., 2006; Elgersma, et
al.,, 2006a; Elgersma, et al., 2006b; Khanal, et al.,, 2008; Stypinski, 2011), lograr
concentraciones suficientemente altas para asegurar los efectos benéficos no pareceria

facil ain con este tipo de alimentacion. En condiciones pastoriles similares a las de este
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estudio, se han encontrado valores similares de 18:2. ;; ALC en la grasa lactea (1.41
0/100 g AG) con la suplementacion de salvado de arroz rico en grasa (Castafio, et al.,
2014) que son similares a la media nacional (1.44 g/100 g AG) (De La Vega, et al., 2011)
0 muy superiores (2.5 g/100 g AG) en vacas suplementadas con un alimento balanceado
que suplemento el 6.5% del consumo de MS en grasa (Ledn, et al.,, 2011). Se ha
reportado que las proporciones de 18:2.91; ALC en la leche estan asociadas al flujo de
18:1,;; ATV al duodeno méas que al duodeno a glandula mamaria (Kucuk, et al., 2001;
Yafiez-Ruiz, et al., 2006; Shen, et al., 2007; Liu, et al., 2011) y a su vez este a la BH de
AG poliinsaturados en el rumen (Chin, et al., 1992; Griinari, et al., 2000). Por lo cual,
mayores concentraciones de 18:2. 111 ALC podrian esperarse con mayores niveles de
grasa adicionada a la racion a las usadas en este estudio (4%). La respuesta en la
concentracion de 18:2.9 111 ALC en leche es lineal hasta representar un 4% del CVMS
total (Chilliard, et al., 2000).

Comparado con la adicidn de aceite de maiz, la adicion de la mezcla de aceite de maiz y
aceite de palmiste a la dieta de vacas lecheras, redujo la proporcién de 18:2.9; ALC y
18:1;1; ATV en la grasa lactea. De acuerdo a Glasser, et al., (2008), la concentracion de
18:2.9 11 ALC en la leche se explica por el flujo de 18:1,;; ATV (94.7%) que es
desaturado en la glandula mamaria y el 5.3% a la sintesis de 18:2.911 ALC en el rumen,
gue se asocia a la BH ruminal de AG poliinsaturados. Por lo tanto, los resultados
sugeririan que en la dieta con la mezcla de aceites se redujo el flujo de 18:1;;; ATV y/o
18:2.9 111 ALC al intestino. Esto podria explicarse por un menor aporte de precursores
(fundamentalmente el 18:2.4 ¢12 Y en menor medida el 18:3.9 c12 ¢15) €N la mezcla de
aceites que en el maiz puro. Sin embargo, la reduccién en la concentracion de 18:2.9 11
ALC o0 18:1;;; ATV en la leche no fue proporcional a la disminucién en los precursores
(23.5%) en la mezcla sino mucho mayor tanto para 18:2. 111 ALC (35.3%) como para
18:1,,; ATV (38.7%). Mayores reducciones de estos AG en la leche que las
disminuciones asociadas a sus precursores en la dieta sugeririan una mayor tasa de BH
en la mezcla que en el aceite puro. En este ensayo no fueron determinadas las
variaciones en la tasas de BH ruminal, no obstante, los ensayos in vitro sugeririan
menores tasas en la mezcla (capitulo 2). Adicionalmente, las proporciones de 18:0 y
18:1. en la grasa lactea fueron similares entre los dos tratamientos con aceites y las
pequefias diferencias entre ellos pueden explicarse por la disminucion en las

concentraciones de AG de 18 carbonos en los suplementos.
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Yafiez-Ruiz, et al., (2006) encontraron que los protozoarios contribuian de manera
importante al flujo de 18:1;;; ATV (40%) y 18:2:9 111 ALC (30 a 43%) al duodeno por lo
cual su disminucién podria explicar su disminucion en la leche. Machmiuiller, et al., (1998),
Machmdller, et al., (2000), Machmiller, et al., (2003), Machmdller, et al., (2006),
Reveneau, et al., (2012a) y Faciola y Broderick, (2014) demostraron que el aceite de
coco con perfil similar al del palmiste era particularmente toxico para los protozoarios.
Revenue, et al.,, (2012b) encontraron menores flujos de 18:1;;; ATV al duodeno y
menores concentraciones de este AG en la leche cuando el aceite de coco sustituyo a
una mezcla de grasa vegetal y animal al 5% de la dieta de vacas lecheras. En este
estudio, el flujo de 18:1;;; ATV y de este AG en la leche no fue diferente entre el aceite
de coco y la mezcla contrario a lo observado en nuestro estudio donde las reducciones
se presentaron en ambos AG. De los hallazgos de Yafez-Ruiz, et al., (2006) se podria
argumentar que la reduccion del flujo de protozoarios al duodeno deberia disminuir

ambos AG y no solamente en uno de ellos.

Respecto al AG 18:2;;p 12 ALC, su concentracion fue superior en el tratamiento C
comparado con la adicion de aceites. Este isémero es el predominante en los
suplementos comerciales de ALC y aumenta en los productos provenientes de sistemas
donde la alimentacion de los rumiantes es alta en granos (Bauman y Griinari, 2000;
Bauman y Griinari, 2001), los cuales se caracterizan por generar pH bajo en el rumen. Si
bien, en este ensayo en los tres tratamientos se proporcioné la misma cantidad de grano
en el concentrado, el tratamiento C fue el que gener6é un menor pH (tabla 4.4, diferencias
numéricas), lo cual se relaciona directamente con la sintesis de precursores de 18:210 ¢12
ALC en rumen y su sintesis en glandula mamaria (Bauman y Griinari, 2000; Bauman y
Griinari, 2001; Peterson et al., 2003).

4.5 Conclusiones

La adicion de 720 g de aceite de maiz o una mezcla de aceite de maiz y aceite de
palmiste (75:25) a vacas en pastoreo de kikuyo no modificé la digestibilidad total de la
racion ni redujo el consumo voluntario. La adicion de aceites redujo la concentracion de
AGV’s en el rumen por lo que podrian inferirse menores producciones de CH, en el

rumen. La adiciébn de aceites aumentd produccion y la concentracion de grasa en la
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leche. El perfil de AG en la leche se mejord con la adicion de aceites al incrementar la
proporcion de AG insaturados y las concentraciones de 18:2.11; ALC y 18:1,1;. Estos
cambios resultaron en leches con menores indices de aterogenicidad y trombogenicidad.
La sustitucion de un 25% de aceite de maiz por aceite de palmiste en la suplementacion
con aceites redujo la calidad de la leche pues aumento los indices de aterogenicidad,
trombogenicidad y redujo las proporciones de 18:1;; y 18:2:9 11 ALC en la leche. La
adicion de aceites a dietas de vacas en pastoreo es una opcion para aumentar el
volumen de leche y modificar su composicién de AG, sin embargo para lograr niveles
adecuados (terapéuticos y/o preventivos) de 18:1;;; y 18:2.9111 ALC en la leche se debe
aumentar la inclusién de aceites en la racion, con posibles efectos sobre la productividad

animal.
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5. Discusion, conclusiones y

recomendaciones

5.1 Discusion general

Los resultados de los trabajos realizados con inclusion de aceites tanto en sistemas in
vitro como en la racion de vacas lecheras confirman que estos recursos son una
herramienta importante en la disminucion de la produccion de metano (CH,), y que
mediante estrategias de alimentacién se permite la modificacion del perfil de acidos
grasos (AG) de la leche en un sentido favorable a la salud humana. Resulta importante
destacar que tanto el perfil de AG de la fuente lipidica suplementada, asi como su nivel de
inclusiéon en la racién son factores determinantes en el logro de estos objetivos. La
hipotesis original de los ensayos in vitro del presente trabajo de tesis fue la existencia de
un comportamiento diferencial de las mezclas de aceites respecto a las formas puras de
los mismos, generando efectos asociativos (negativos o positivos) sobre los parametros

de fermentacién y proporciones de algunos AG de interés biolégico.

En los ensayos in vitro se trabajo con tres aceites vegetales con perfiles de AG diferentes,
donde se tuvo al aceite de maiz (rico en acido linoleico -18:2.9 .1»-), linaza (rico en acido
linolénico -18:3c9 12 c15-) Y palmiste (rico en acido laurico -12:0-). Estos aceites fueron
seleccionados por sus efectos positivos sobre la produccion de los acidos transvaccénico
(18:1;;5) y é&cido linoleico conjugado cis 9 trans 11 (18:2,9 u1 ALC) (aceites
poliinsaturados) y por sus propiedades en la disminucion de la produccion de CH, (aceite

de palmiste).
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En el primer ensayo in vitro, las mezclas utilizadas no generaron efectos diferentes sobre
los pardmetros de fermentacion con excepcién de la degradacion de la fibra en detergente
neutro. Esto indicaria que no hubo efectos aditivos sobre los pardmetros de fermentacion
(sumatoria de efectos parciales de los aceites puros). Sin embargo cabe resaltar que el
tipo de sistema in vitro empleado en el presente trabajo de tesis tiene ciertas limitantes, al
ser un sistema cerrado que no reproduce las condiciones propias (reales) del tracto gastro
intestinal de los rumiantes. Sumado a lo anterior, los niveles de inclusién del total de
aceite fueron del orden de 3%, los que si bien resultan cercanos a los comunmente
utilizados en raciones de vacas en sistemas de lecheria especializada en la Sabana de
Bogoté; son bajos cuando se les compara con los empleados por otros investigadores.

En el segundo ensayo in vitro las mezclas utilizadas si generaron efectos diferentes sobre
las proporciones de AG en el medio de cultivo respecto a los aceites puros. Este resultado
indicaria cierto potencial al utilizar mezclas de aceites en la alimentacion de vacas
lecheras para potenciar o reducir el flujo de algunos AG especificos al duodeno y su
posterior excrecion en glandula mamaria. Las mayores proporciones de aceite de maiz en
mezcla con palmiste o linaza generaron mayores niveles de 18:1;; y 18:2.9 11 ALC. El
aceite de linaza favorecio la sintesis de 18:20 c12, €l cual se encuentra asociado al
sindrome de baja grasa en leche y por tal razén su inclusion puede generar efectos
adversos sobre la productividad animal en un contexto del pago de leche por su tenor
graso. Por ultimo el aceite de palmiste atenu6 la biohidrogenacion (BH) del 18:2.9¢1, y del
18:3.9 12 c15, 10 que sugeria que su inclusién en una mezcla para alimentacion de vacas

lecheras podria favorecer la aparicion de los AG previamente mencionados en la leche.

En virtud de estos resultados, para el ensayo in vivo se decidid trabajar con un aceite de
maiz puro (por su efecto sobre la produccion de acido transvaccénico y linoleico
conjugado) y una mezcla de aceite de maiz y aceite de palmiste en una proporcién 75:25.
La sustitucion de aceite de maiz por aceite de palmiste en la mezcla definida no modifico
el consumo voluntario, lo cual podria explicarse por una relativamente baja inclusion de
aceites (4%) en la racién, por una restriccion alimenticia caracteristica de los sistemas de
lecheria especializada en la Sabana de Bogot4 que generd un efecto de adicion. La
adicion de aceites no redujo la digestibilidad de la dieta, lo cual se podria explicar por una
digestibilidad compensatoria en el tracto gastro intestinal posterior y al ya mencionado

bajo nivel de inclusibn de aceites en la raciébn. Se detecto una reduccién en la
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concentracion de AGV’s se redujo en el rumen, lo cual sugiere una menor produccion de
CH,. La inclusién de aceites en la racion aumento la produccion y la concentracion de
grasa en la leche gracias a un mayor aporte energético y a una alta transferencia de los
AG dietarios respecto a la dieta control. El perfil de AG en la leche resultdé mejorado de
forma mas saludable con la adicion de aceites debido al incremento en la proporcion de
AG insaturados y las concentraciones de 18:2¢co 11 ALC y 18:1u1. Estos cambios
resultaron en leches con menores indices de aterogenicidad y trombogenicidad, lo cual se
logré en gran parte a la inclusién del aceite de maiz. La sustitucion de un 25% de aceite
de maiz por aceite de palmiste en la suplementacién con aceites redujo la calidad de la
leche, pues incrementd los indices de aterogenicidad, trombogenicidad y redujo las
proporciones de 18:1u1y 18:2c9 111 ALC en la leche lo que se explicaria por el aporte de
12:0 contenido en el aceite de palmiste. Si bien la mezcla de aceite de maiz y palmiste
generd una leche de mayor calidad que la producida con la dieta control, cabe resaltar
que inclusiones de aceite de palmiste superiores a las empleadas en nuestro ensayo

pueden reducir la calidad de la grasa lactea.

5.2 Conclusiones

La inclusién de aceites en la racion de vacas lecheras permite disminuir la produccién de
CH, entérico y modificar la composicién lactea de los AG constitutivos. El nivel de impacto
sobre estas variables depende del perfil de AG del aceite suplementado. La utilizacion de
aceites ricos en AG poliinsaturados (maiz, soya, girasol y linaza) disminuyen la
produccién de CH, en una menor proporcion comparados con aceites ricos en AG de
cadena media (coco y palmiste). La inclusion de aceites ricos en AG poliinsaturados en la
dieta aumenta las proporciones de 18:1,;; y 18:2.911. Recursos vegetales ricos en 18:24
c12 generan mayores proporciones de 18:1,; y 18:2. 111 €N leche y en sistemas in vitro
comparados con recursos ricos en 18:3.9 ¢12 ¢15- La inclusion de recursos ricos en AG de

cadena media (12:0, 14:0) aumenta la excrecién de estos en leche.

La inclusion de aceites vegetales con diferentes perfiles de AG al 3% en un sistema in
vitro disminuy6 la degradacion del sustrato y la produccion de gas total y CH,. Las
mayores reducciones de la degradacién de la MS, la fibra y la produccion de CH, se

presentaron con la adicion de aceite de palmiste comparado con los aceites de maiz y
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linaza. Las mezclas de aceites vegetales tuvieron un efecto asociativo positivo sobre la
degradacion de la fibra. La inclusién de aceite de palmiste aiun en bajas cantidades en
una mezcla con aceite de linaza o aceite de maiz reduce la produccion de CH,. Esta
disminucion se asocia a una reduccién de la digestibilidad de la MS, lo cual podria llevar a
una disminucion de la productividad animal si dichas mezclas se emplean en vacas

lecheras de alto o medio mérito genético.

La adicion de aceites vegetales y sus mezclas en un sistema in vitro al 3% de la MS
modificé el perfil de AG en el fluido ruminal. Estos cambios diferenciales fueron generados
por la composicion de los AG de los aceites, los cuales influenciaron los procesos de BH.
Los aceites ricos en AG poliinsaturados generaron las mayores proporciones de 18:1y;,
18:2.9 111 Y 18:2i10 <12 COmparado con P, que incrementd las proporciones de AG de
cadena media. Entre los aceites insaturados, M generdé mayores proporciones de 18:1;11,
18:2.9111 comparado con L, que aumentd los niveles de 18:2;0.1.. Las mezclas de aceites
tuvieron efectos diferentes a los aceites puros, generando efectos asociativos sobre las
proporciones de AG. La sustitucion de un 25% de aceite de M o L disminuy6 la BH del
18:2.9 12 ¥ 18:3c9 12 c15 respectivamente, lo cual podria generar un aumento en los flujos
duodenales de estos AG vy la excrecién de estos en leche si se incluyen en la dieta de
vacas lecheras. Sin embargo, La inclusibn de L, deberia limitarse, ya que produjo
mayores cantidades de 18:2 .1 comparado con M, y este AG esta relacionado a la

disminucion del porcentaje y produccion de grasa en vacas lecheras.

La suplementacion de aceite de maiz o una mezcla de aceite de maiz y aceite de palmiste
(75:25) cercana al 4% de la MS a vacas lecheras en pastoreo no disminuyd la
digestibilidad de la dieta, el consumo voluntario de la dieta y aumenté la produccion de
leche y leche corregida por energia (LCE). La adicion de aceites disminuy6 las
concentraciones molares de acidos grasos volatiles (AGV) en el rumen lo cual se podria
relacionar con la menor produccién ruminal de CH,. El perfil de AG de la leche fue
modificado por la adicion de los aceites y lo mejoré significativamente al aumentar los
niveles de 18:1;1, 18:2.9 111 Y Otros AG insaturados. Los indices de trombogenicidad y
aterogenicidad disminuyeron debido al cambio en las proporciones de AG generado por la
suplementaciéon de aceites. Al sustituir un 25% de aceite de maiz por aceite de palmiste

en la suplementacion se reduce la calidad de la leche debido al aumento de los AG de
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cadena media, de los indices de aterogenicidad y trombogenicidad y a la disminucién de
AG de interés biologico (18:1i11, 18:2¢9111).

5.2 Recomendaciones

e Este trabajo busco establecer si existian diferencias en los efectos de las mezclas
de aceites contrastantes en su perfil de AG comparado con los aceites puros. Los
efectos asociativos que se presentaron con la adicion de las mezclas sobre el
perfil de AG indicarian que se presentaron efectos sobre poblaciones microbianas.
Seria importante determinar los cambios en los conteos de microorganismos que
participan en la BH ruminal de los AG para entender mejor los efectos asociativos.

e La determinacion de otras variables como el nivel de amonio, poblaciones
ruminales totales, conteo de protozoarios, organismos fibroliticos y archaeas
permitiria explicar de una mejor manera el efecto de los aceites puros y sus
mezclas sobre la fermentacion ruminal.

e Se deben desarrollar estudios que permitan determinar los efectos reales de
recursos ricos en 18:2.9 c12 ¥ 18:3¢9 c12 c15 €N sistemas de fermentacion ruminal in
vitro con sustratos acordes a condiciones pastoriles.

e Prolongar los periodos de adaptacion a los tratamientos en ensayos in vivo que
permitan evitar los efectos residuales sobre las proporciones de ciertos AG.

e Se debe restringir el uso de los de aceite de palmiste y linaza en la dieta de vacas
lecheras, ya que estos pueden generar efectos deletéreos sobre la productividad
animal.

¢ Es importante dar a conocer a los productores el impacto de la inclusion de aceites

sobre la productividad animal y el medio ambiente.






6. Anexos

Anexo 1. Pardmetros estadisticos variables evaluadas capitulo 2: fermentacion in vitro

Variable ' Parametro .

S S p R Pr<w
Degradacion (%)
MS 2.16 4.67 ok 0.88 0.5622
FDN 4.28 18.29 il 0.92 0.9327
Produccion de gas
Mi 9.01 81.14 ok 0.83 0.9127
g/MSd 21.05 443.2 ok 0.67 0.6372
g/FDNd 69.80 4872.52 * 0.51 0.1585
Produccion de CH,
% 1.82 3.33 * 0.42 0.8937
Mi 3.83 14.70 il 0.72 0.2587
g/MSd 9.93 98.62 ok 0.60 0.2016
g/FDNd 25.98 675.18 NS 0.38 0.1604
Fluido ruminal
pH 0.034 0.001 NS 0.52 0.2846
AGV’'s (mmol/l) 2.49 6.2 * 0.63 0.1388
Acético (%) 0.84 0.70 NS 0.25 0.6609
Propidnico (%) 0.79 0.62 NS 0.36 0.7697
Butirico (%) 0.45 0.20 NS 0.57 0.1721
Valérico (%) 0.082 0.0066 * 0.90 0.1879
Acético:Propidnico 0.18 0.032 NS 0.18 0.2578

Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Anexo 2. Parametros estadisticos variables evaluadas capitulo 3: perfil de AG del
fluido ruminal (g/100 g de AG)

AG Parametro
S s? p R? Pr<w
6:0*° 0.03 0.08 wx 081 0.0521
8:0*° 0.04 0.001 w078 0.3434
10:0* 0.32 0.10 * 0.34 <0.0001
12:0*° 2.41 5.79 ®% (.99 0.0980
14:0*° 1.47 2.16 w099 0.3141
14:1, 0.07 0.004 *k 070 0.5038
15:0*¢ 0.21 0.04 w061 0.0796
15:1410 0.05 0.002 wx0.64 0.2503
16:0 1.28 1.65 k0,92 0.3429
16:14 0.02 0.0003 ok 0.42 0.5984
16: 10 0.04 0.001 wx 070 0.0574
17:0 0.05 0.002 k067 0.8059
17:10%C" 0.02 0.0002 ok 0.48 0.0491
18:0" 3.33 11.08 wx 073 0.0048
18:1 0.10 0.01 w062 0.1300
18:1,0* 0.08 0.006 *k (059 0.0655
18:1,1, 3.33 11.10 k094 0.2340
18:1.6*° 0.28 0.08 ok 0.49 0.4662
18: 140 1.90 3.60 wx 091 0.3776
18:1y,* 0.14 0.02 ®% 063 0.4139
18: 21011 0.59 0.35 wx 008 0.7980
18:2c0 c10 1.47 2.16 wx 077 0.0627
18:3¢ c12 c15™° 1.23 1.52 wk 0,79 0.0520
18:269114*° 0.89 0.79 *k 005 0.0810
18: 2410 c12*¢ 0.81 0.66 w008 0.0501
19:0 0.16 0.02 wx 093 0.1183
Otros 1.08 1.17 *k 0,69 0.1430

*Variables sin distribucién normal del error. "Variables transformadas, ®Logaritmo, °1/y,
°Raiz, YCuadrado. Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Anexo 3. Parametros estadisticos variables evaluadas capitulo 3: sumatorias de AG

del fluido ruminal (g/100 g de AG)

, Parametro

Variable S 5 o R Yy
Saturados 5.67 32.16 *rx 0.92 0.1202
Insaturados 6.38 40.77 ok 0.92 0.0571
Monoinsaturados 4.58 21.01 ok 0.94 0.4969
Poliinsaturados*® 2.21 4.89 *xx 0.70 0.1094
<10 C° 0.22 0.05 * 0.36 0.1465
Impares*® 0.63 0.39 *rk 0.67 0.2298
De novo (£ 17 C) 4,94 24.40 *rk 0.99 0.0818
Preform (218 C) 5.55 30.77 *xk 0.98 0.0579

"Variables transformadas, "1/y, °1/y?. Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.

Anexo 4. Parametros estadisticos variables evaluadas capitulo 4: fermentacion

ruminal
Variable i Parametro .

S S p R Pr<w
Digestibilidad (%)
MS 2.94 8.66 NS 0.93 0.8194
MO 2.40 5.78 NS 0.97 0.8599
FDN 3.81 1451 NS 0.92 0.9318
FDA 2.85 8.13 NS 0.95 0.8929
Fluido ruminal
pH 0.18 0.033 * 0.97 0.3935
AGV (mol/l) 12.98 168.51 wkk 0.99 0.9824
Acético (%) 0.82 0.67 NS 0.85 0.9611
Propiodnico (%) 0.86 0.74 NS 0.73 0.7024
Butirico (%) 0.97 0.93 NS 0.94 0.9314
Valérico (%) 0.15 0.02 NS  0.75 0.2441
Acético:Propionico 0.13 0.02 NS 0.69 0.7413
CH,4 (ml/100 moles AGV’s) 11.50 132.21 NS 0.60 0.5560
CHj, corregido (ml/mol prod) 94.32 8897.95 *x 0.99 0.5888

Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Anexo 5. Pardmetros estadisticos variables evaluadas capitulo 4: consumo de MS
(kg/d)

. Parametro
Variable S 2 0 R Prew
Kikuyo 1.09 1.20 NS 0.70 0.2816
Concentrado - - - - -
Ensilaje - - - - -
Aceite - - - - -
Total 1.15 1.31 NS 0.73 0.2816

Anexo 6. Parametros estadisticos variables evaluadas capitulo 4: Produccion y calidad de
leche

Variabl Parametro

anaple S s? p R Pr<w
Leche
Produccion (kg/d) 1.38 1.91 * 0.99 0.3904
Produccion LCE (kg/d) 1.32 1.85 o 0.98 0.3899
Solidos totales
Concentracion (%) 0.63 0.40 * 0.96 0.4034
Produccién (kg/d) 0.26 0.07 * 0.97 0.9610
Proteina
Concentracion (%) 0.10 0.01 NS 0.85 0.8887
Produccion (kg/d) 0.09 0.008 * 0.98 0.9655
Grasa
Concentracion (%) 0.16 0.03 * 0.96 0.9304
Produccion (kg/d) 0.07 0.005 * 0.98 0.3722

Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Anexo 7. Parametros estadisticos variables evaluadas capitulo 4: composicion de AG de
la leche (g/100 g de AG)

AG 2Parémetro .

S S p R Pr<w
4:0 0.25 0.06 NS 0.91 0.6883
6:0 0.19 0.03 NS 0.91 0.4246
8:0 0.18 0.03 * 0.97 0.9399
10:0 0.55 0.30 Hok 0.99 0.1663
11:0 0.11 0.01 * 0.98 0.1581
12:0 0.73 0.54 * 0.97 0.6061
13:0 0.001 0.03 NS 0.95 0.9878
14:0 1.27 1.61 *% 0.98 0.6751
14:1, 0.043 0.002 ok 0.98 0.8388
14:1. 0.048 0.002 * 0.93 0.1726
15:0 0.38 0.14 NS 0.97 0.6956
15:1 0.20 0.04 * 0.98 0.9068
16:0 4.45 19.80 * 0.98 0.9565
16:1, 0.05 0.002 NS 0.92 0.0941
16:1 0.33 0.11 NS 0.91 0.5351
17:0 0.09 0.007 NS 0.85 0.9945
17:1 0.13 0.017 NS 0.80 0.7448
18:0 2.49 6.19 * 0.94 0.7325
18:1, 0.44 0.19 Hok 0.97 0.9724
18:1.9 18.31 4.28 * 0.96 0.9886
18:1,4 0.92 0.85 * 0.99 0.4556
18:2:9c12 0.04 0.20 NS 0.91 0.9153
18:3c9¢12 c15 0.05 0.002 NS 0.92 0.2287
18:2.9111 ALC! 0.006 0.08 Hok 0.99 0.6926
18:2 11012 ALC 0.03 0.0009 NS 0.95 0.3583
Ootros 0.18 0.033 NS 0.94 0.8731

variable transformada por su raiz. Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Anexo 8. Pardmetros estadisticos variables evaluadas capitulo 4: sumatorias y
relaciones AG de la leche (g/100 g de AG)

Variable Parametro

S s? p R? Pr<w
Saturados 4.99 24.87 * 0.96 0.6499
Insaturados 5.10 26.01 * 0.96 0.7584
Monoinsaturados 4.64 21.54 * 0.96 0.7991
Poliinsaturados 0.52 0.27 * 0.98 0.4503
Impares 0.75 0.56 * 0.96 0.4887
De novo (<17 C) 7.40 56.90 i 0.98 0.5560
Preformados (= 18C) 7.54 56.90 o 0.98 0.6205
Saturados:Insaturados 0.54 0.29 * 0.96 0.8299
w3:wb 0.10 0.01 * 0.97 0.9166
indice de aterogenicidad 0.45 0.20 * 0.97 0.8765
indice de trombogenicidad 0.79 0.62 * 0.96 0.9574

Significancia; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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