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INTRODUCCION

La leche representa la quinta parte del valor total de la produccion pecuaria,
en México siendo la tercera en importancia, en nuestro pais se ordefan 11
millones de litros de leche diariamente, de los cuales el 80% se proviene de
las altas o medianas productoras, en aproximadamente 50 mil establos, de
100 vacas o mas, solo el 20% lo producen estacionalmente ganaderos de
menos de 50 vacas principalmente en los tropicos. El sistema de manejo
tradicional de lecheria no especializada concentra al 67 % del hato lechero
nacional y participa tan sélo con el 20% de la produccién del lacteo a nivel
nacional. Este sistema utiliza ganado Cebu criollo o con cruzas con Suizo,
Holstein y/o Simental, las vacas son ordefadas principalmente en las épocas
de lluvia. El ganado criollo se encuentra en praderas siendo ocasionalmente
alimentado con suplementos alimenticios. Los hatos en las unidades
productivas tienen entre 30 y 40 cabezas. La infraestructura es escasa y
la rentabilidad baja. La produccion es estacional y se destina
fundamentalmente a la venta directa al consumidor. La dispersiéon de la oferta,
la presencia de la leche rehidratada, los costos del combustible y la
inseguridad en el campo, hacen que este sistema de produccién sea muy
vulnerable (SAGARPA, 2014).

Las politicas gubernamentales en México y en mayoria de los paises de
América Latina, quizas con la excepcion de Argentina, Uruguay, Brasil y
Cuba es mantener un estricto control a la baja, del precio de la leche,
mediante la importacion de leche en polvo, de Estados Unidos y Nueva
Zelanda, en Meéxico practicamente de los 16 millones de litros que se
consumen al dia, por los mas de 100 millones de mexicanos, 5 millones
provienen de la importacion o sea el 31.7% mientras que se producen 11
millones o sea el 68.3% del consumo nacional, con una politica de subsidio
para las clases marginadas a costa de lo productores, que no tienen
sostenibilidad econdmica, por ello a las grandes industrializadoras de leche,
se les dan cuotas de importacion de leche en polvo, para regular la oferta,
con perjuicio de los productores del lacteo. Si los ganaderos exigen un mejor
precio los industrializadores recurren a sus cuotas de importacién de leche en

polvo, manteniendo los precios bajos a los productores, que en ocasiones han



tirado volumenes importantes de leche para demostrar su descontento (Galina,
2014).

En México el 95% de los ganaderos tienen menos de 50 vacas y muchos
de ellos las tienen basicamente en pastoreo, particularmente en los tropicos,
donde se ordefian alrededor de 2 millones de litros de leche diarios, con
enormes desviaciones estandar, dependiendo de la época del afio, en el
invierno sube el precio que se le paga al ganadero, pero pocos tienen leche,
mientras que en el verano baja cuando todos los productores dependientes
de los pastizales se ordefian, las vacas en promedio dan 10 a 15 litros diarios,
en lactancias de 150 a 210, dias se calcula que son mas un millon de
ganaderos que emplean entre 3 a 4 millones de trabajadores fijos o
eventuales, (CONILEC, 2014).

Pese a que no existe en México un estudio con un enfoque de
organizacion empresarial para el mercado de la leche, con el objeto de
determinar su estructura, es claro que ésta tiende a observar un cierto grado
de concentracion por la industria. Las decisiones de localizacion de las
transformadoras dominantes han determinado la concentracién de la
produccién en algunas regiones productivas del pais (Comarca Lagunera,
Jalisco, Guanajuato, Querétaro e Hidalgo) cerca de las grandes urbes. Sin
embargo, pese a que la disponibilidad de los insumos de produccién a
través de una integracion horizontal de diferentes empresas se ha
desarrollado acorde con las necesidades de la industria, la intensidad con la
que el sistema productivo de la leche, tecnificado o familiar, utiliza recursos
naturales; plantea una seria limitante para un incremento sostenido de la
escala de la produccion (CONILEC, 2014).

Uno de los problemas estructurales es la importacién de leche en polvo, En
nuestro pais se hidratan diariamente 5 millones de litros de leche en polvo,
lo que en los ultimos 5 afios ha mantenido el precio de la leche de vaca con
moderados incrementos, que no son comparables a los aumentos en los
insumos. El modelo es totalmente dependiente de los forrajes de corte y un
altisimo uso de concentrados, que son mas del 50% del alimento de los
bovinos, el precio de los suplementos se ha incrementado 45% en los

ultimos cinco afos, la gasolina 75% mientras que la leche solamente un



15%. Lo margenes de rentabilidad se han disminuido por lo que los ganaderos
sobrevivientes tienden a incrementar el numero de vacas o la produccion de
las mismas, que se traduce generalmente en bajos indices de fertilidad, las
vacas literalmente son usadas dos o tres afos y remplazadas por novillas
gestantes (CONILEC, 2014).

Recientemente el Dr. Roberto Rubino de ANFOSC en lItalia, cuestionaba el
sistema de cuotas de leche que ha beneficiado a los grandes productores (en
México a los industrializadores), pero que ha dafiado severamente a los
pequefios ganaderos, que cada dia con mayor frecuencia abandona la
actividad, a pesar de las diferencias entre sistemas y productores los
problemas son muy similares, los costos se incrementan los beneficios
disminuyen, hay desaliento y abandono de la actividad por los pequefios

productores. (Rubino, 2014).

En México no tenemos a la vista una solucibn o una propuesta
alternativa, sino la letania habitual y ahora obsoleta: “reducir los costos de
produccién, para disminuir los precios a la venta, para poder competir con
los precios de la leche en polvo rehidratada”, que en Estados Unidos, cuenta

@,

con un importante subsidio gubernamental, decia Albert Einstein “si
aplicamos la misma solucién para el mismo problema, tendremos el mismo
resultado”. Es curioso que una industria que ha estado en permanente
desarrollo y que utiliza hasta el maximo de la innovacion tecnolégica y el
mundo de la investigacién, ni siquiera ha sido capaz de desarrollar un modelo
tedrico para salir de la crisis, del 95% de los ganaderos en México, que
esperan  alternativas, abandonando la  actividad, desapareciendo
gradualmente. La mejora genética continla con la misma premisa para
seleccionar los animales, para perpetuar y mantener vivo un sistema
econdémico, que ha llevado a la ganaderia a una crisis permanente, que en
el principal de los escenarios, mejora algun aspecto de la produccion animal
(Rubino, 2014). Estas vacas altas productoras, al menos deberian tener
acceso a una fuente de alimentacion capaz de salvaguardar la salud del
animal, mejorando la calidad de la leche y la carne, pero ni este objetivo
tiene viabilidad econdmica, debido a que una buena nutricion es demasiado

cara, siendo lo mas importante la rentabilidad, que en México se hace viable



solo con 500 vacas, en linea de ordefia, de producciones de 8 o 10 mil litros
por lactacion, recordamos cuando iniciamos nuestra practica profesional en los
60’s un establo de 100 vacas era un buen negocio, con animales de 4 0 5 mil
litros ordefia, por lo tanto han desaparecido miles de ganaderos (Galina,
2014).

Por lo tanto la produccion se ha concentrado en un menor numero de
operarios, que se encuentran también en “crisis” por el precio de la leche, que
deja margenes muy pequefios de rentabilidad y que no puede competir con

los precios subsidiados de la leche en polvo de importacion (Galina, 2014).

En México se importa particularmente de los Estados Unidos y Nueva
Zelanda, los ganaderos siguen en la produccién porque no encuentran quién
les compre los ranchos, los establos, eventualmente por la urbanizacion,
producto del constante fendmeno de migracion del campo a las ciudades,
venden sus ranchos como terrenos urbanos, para el desarrollo de las grandes

metrépolis, abandonando la actividad (Galina, 2014).

El equilibrio econdmico es por lo tanto, de baja rentabilidad, debido al precio

de la leche, para sobrevivir, se mantienen por las enormes cuotas de
produccién, dependientes de forrajes de corte y concentrados lo que les crea
una deuda impagable a los proveedores, lo que ha reducido la calidad de la
leche, de la carne y el numero de ganaderos en el campo mexicano. Los
grandes productores no abandonan el negocio porque no encuentran quién
les compre mil 0 mas vacas, se mantienen con multiples deudas y a su vez
con aparentemente muchos ingresos, sin embargo los margenes de
ganancia se reducen por los altisimos costos de la alimentacion. Y asi el
agro nacional se transforma en monocultivo principalmente de alfalfa, forraje
que requiere de altos insumos de agua, con altas cuotas de subproductos y
suplementos, en detrimento de las praderas y la biodiversidad floristica
(Galina, 2014).

Paradoja cuando la nueva ecologizacion a nivel global, busca el
mantenimiento de la biodiversidad (Rubino, 2014). Nuestros Gobiernos,
incluyendo el Mexicano pregona que debemos producir “amigablemente con
cuidado de los animales y el medio ambiente” sin dar herramientas por lo

que los condena por la via de costos de produccion y precios de la leche, a su



extinciéon. Es curioso observar que en la ltalia meridional y en Meéxico,
paises distantes con economias distintas, los problemas de los pequeinos

productores en el campo son muy similares (Galina, 2014).

El pequeno ganadero, no es solamente como se ha discutido anteriormente un
ser economico, es un ente social, el abandono del campo incrementa la
inseguridad, afecta las vias de comunicacion, disminuye la mano de obra de
los campesinos, que se van en la obligacion de migrar hacia el extranjero o
hacia las grandes urbes en busca de trabajo. La mayor parte de las
fuentes de trabajo en el campo en México la genera los pequefios

ganaderos, siendo en muchas ocasiones mano de obra familiar (Galina, 2014).

I. ANTECEDENTES DE LA CALIDAD DE LA LECHE DE PASTOREO EN

MEXICO

Se han realizado por investigadores de la Universidad Nacional Auténoma de
México una serie de trabajos sobre la calidad nutricional de la leche en
México, que ha permitido certificar las bondades del pastoreo tanto en vacas,
como en cabras y recientemente en borregas (Galina et al., 2012; 2013). Un
contenido minimo de acidos grasos saturados (AGS) se observé en la leche
procedente de los animales en pastoreo, contrastado con una presencia
significativa de AGS en leche de animales en estabulacién (Galina et al., 2012;
2013; 2014a; 2014b). Recientemente ha sido probado en la literatura que un
menor contenido de AGS favorece la salud humana, debido a su papel en las

enfermedades coronarias (Pfeuffer., Schrezenmeir., 2000).

Los resultados de investigadores en México, permiten suponer que el
sistema de alimentacion, en general, y en particular el pastoreo libre, en un
ambiente silvopastoril, permite a cada vaca como individuo, componer una
dieta de acuerdo a sus propias necesidades, teniendo un efecto positivo sobre
el aroma, sabor y caracteristicas nutricionales de la leche (Galina et al., 2012;
2013). Un resultado interesante fue que se demostré un mayor contenido de
acidos grasos trans, presentes en la leche de pastoreo. Hasta hace poco un

efecto negativo de los &cidos grasos trans en la salud fueron considerados



similares a los documentados para los acidos grasos saturados (Pedersen,
2001; Sicchiari, 2008).

Los efectos negativos de los acidos grasos trans en patologia coronaria y
citotoxicidad, determinaron a partir de observaciones de los acidos grasos
hidrogenados producidos durante la manufactura de alimentos industriales.
Los trans derivados de los procesos de biohidrogenacion ruminal, como los
producidos por el rumen, han mostrado en cambio, efectos positivos sobre la

salud humana (Varadyova et al., 2008).

Por lo tanto, a la luz de este conocimiento relativamente novedosos, el papel
de los acidos grasos trans en el sistema de alimentacién de los rumiantes
en pastoreo libre tienen que ser revaluados en el marco de producir una
“mejor” leche desde el punto de vista de la salud del consumidor. Salud, que
en México, es una gran preocupacion debido a que una parte significativa de
la poblacién del 65% al 70% sufre de obesidad o sobrepeso (ENSNUT, 2014),
que se traduce en las enfermedades crénico degenerativas, particularmente

los trastornos coronarios y el cancer.

Para este grupo de investigacion en México, un primer objetivo fue certificar si
la leche de pastoreo tenia calidad similar a la reportada en numerosos
estudios en Europa, particularmente en ltalia donde habian probado el nivel
de calidad de la leche y queso como la expresion de una serie de
moléculas aromaticas: terpenos, fenoles, flavonoides, antioxidantes, vitaminas
y acidos grasos insaturados (Galina et al., 2007a). Todos estos componentes
dependen esencialmente de la cantidad de pasto que el animal ingiere, v,
aun mas, el numero de hierbas, ya que, como ha sido sefalado en
numerosos estudios, cada hierba trae diferentes componentes de la leche.
De hecho, la mayoria de Ilas hierbas son silvestres, denominadas
genéricamente "malas hierbas", esta complejidad es importante porque se
refleja en una leche “diferente”, de calidad superior, el consumidor poco a
poco empieza a diferenciar entre una leche de pastoreo y una de

estabulacion, por su aroma y sabor (Rubino, 2014).

Una primera premisa demostrada es que los sistemas de produccion ganaderos
gue se manejan en pastoreo, pueden impactar en forma positiva en la salud

de la poblacién, produciendo leche, queso o carne de mejor calidad



nutricional para el consumidor (Galina et al., 2009a; 2009b; 2009c). Los
alimentos de origen animal provenientes de estos sistemas, pueden ser
considerados como alimentos funcionales y/o como fuente de compuestos
nutracéuticos (Galina et al., 2007; 2014a; 2014b). En segundo lugar ha sido
ampliamente demostrado en la literatura cientifica la insostenibilidad de los
sistemas en estabulacién con vacas productoras de 40 litros o mas por dia,
desde el punto de vista de calidad de la leche, o de bienestar animal, para
lograr una oferta de mayor calidad nutricional a los consumidores, evitando
paralelamente la destruccion y degradacion de los ecosistemas (Galina,
2014).

En trabajos previos se ha demostrado que los sistema silvopastoriles son
una alternativa biosostenible de produccidon que permite una repoblacion
vegetal de gramineas y leguminosas dentro de un entorno biodiverso que
contribuye a la proteccion y mejoramiento del medio ambiente (Galina et al.,
2012).

Otra premisa estudiada seria la produccién organica, que ha surgido como
respuesta a la degradaciéon del medio ambiente, para sostener los sistemas
hemos desarrollado una alternativa organica con formacién de proteina de los
microorganismos ruminales y liberacion de la energia de los forrajes
fibrosos, con sistemas de soporte, debido al natural desbalance de energia
de los sistemas silvopastoriles producto de la alternancia de una produccion
abundante de biomasa forrajera en la época de lluvias, contrastada con la

escasez de la época de secas (Galina et al., 2009a; 2009b).

Otro mecanismo que pudiera contribuir a la produccion de leche de calidad
seria la suplementacion con probioéticos de bacterias lacticas (LAB). Esto se
debe a su efecto sobre la biohidrogenacion (BH) ruminal, que se traduce en
una saturacion de los acidos grasos no saturados, abundantes en las plantas,
para ello suplementamos con LAB, que no BH, o lo hacen en menor volumen
(Galina et al., 2012; 2013). Los resultados de biohidrogenacion con LAB fueron
similares a los obtenidos en dietas suplementadas con acidos organicos o
plantas con aceites (Varadyova et al., 2008) lo que permite suponer que las

bacterias lacticas es una forma de fermentacion ruminal que permite tener el



mismo efecto, que se traduce en una mejor calidad de la leche, (Galina et al.,
2012).

Para ello hemos realizado varias observaciones comparando sistema de
alimentacién en estabulacion o pastoreo con o sin el uso de suplementos de
bacterias lacticas. Las diferencias significativas en el perfil de acidos grasos
benéficos entre las leches de pastoreo con la adicion de un suplemento de
bacterias lacticas comparados con la leche comercial, demuestra la
importancia de la biohidrogenacion en el metabolismo ruminal, para la calidad
de la leche, en relacion a la salud del consumidor, desde luego los animales
en sistema silvopastorii con suplementacion de promotores de la
fermentacién y probioticos, fueron las que significativamente produjeron una
leche de mejor calidad comparadas con las de pastoreo sin probioticos o las

de estabulaciéon con o sin probidticos, (Galina et al., 2013).

Otros factores como la presencia de flavonoides, antioxidantes y acidos
aromaticos aumentan significativamente en pastoreo, particularmente en
sistemas silvopastoril. Cuando se habla de calidad de la leche, la ordefiada
de animales en pastoreo presenta un contenido variado, pero en general mas
bajo en elementos como el colesterol, porque proviene de un origen

vegetal diverso comparado con productos de animales en estabulacion.

La Leche de animales en pastoreo tiene un contenido de acidos grasos no
saturados mayor que el de animales en estabulacién. Los acidos grasos
saturados son los implicados en la mayor parte de las enfermedades
cardiovasculares asociados con la obesidad, disminuyendo la concentracion
de alfa tocoferol en los tejidos de los animales en pastoreo. La calidad de
los productos pecuarios, leche o carne es superior cuando los rumiantes son
manejados en pastoreo, superando significativamente a los animales en
estabulacion (Sima et al., 2000; Rubino, 2002).

i) El acido linoleico conjugado que tiene propiedades antitumorales, y
anticolesterémicas, se encuentra solamente en productos de origen animal,
particularmente en la leche y carne de animales en pastoreo, en
concentraciones cuatro veces mayor que en animales en estabulacién. Se
acumula particularmente en el queso. (Rubino, 2002; Rubino et al., 2012).

i) Siempre la leche de pastoreo contiene un nivel inferior de colesterol



y un nivel mayor de antioxidantes. Esto se traduce en una capacidad
antioxidante mayor, uno de los elementos probados contra el crecimiento de
tumores, acompafados de derivados del alcohol como los monoterpenos
que reducen la formacion de células tumorales (Cuchillo,2004; Cuchillo et
al.,2009).

i) El componente aromatico es mucho mas fuerte en la leche de
pastoreo (Rubino, 2014).

Los trabajos originales sobre el manejo de la fermentacion ruminal fueron
elaborados por investigadores de Cuba (Elias, 1971) con una extensa revision
posterior sobre su utilizacion (Elias, 1983), posteriormente en México se han
publicado varios trabajos sobre el efecto de los promotores de la fermentacion
(PF) en diferentes especies y sistemas de pastoreo, con un resultado
consistente en un aumento de la utilizacion de la celulosa de los forrajes
fibrosos, debido a un incremento significativo en la poblaciéon de bacterias
celuloliticas (Galina et al., 2000; 2002; 2003; 2004a; 2004b; 2004c; Puga et al.,
2001a; 2001b; 2001c; Ortiz et al., 2001; 2002). Por otra parte, el conocimiento
de la importancia de la degradacion del nitrégeno por los microorganismos
ruminales ha permitido una inclusion racional de la urea en las dietas, ademas
de tratamientos mecanicos o quimicos de los forrajes que mejoran su
digestibilidad, tanto con el uso de PF como probidticos (LAB) (Galindo et al.,
2001; Ortiz-Rubio et al., 2007; Gutiérrez et al., 2012a; 2012b). La formacion de
proteina digestible intestino microbiana (PDIM) puede llegar a ser el 80% o
mas en dietas que contengan una producciéon abundante de microorganismos
ruminales, en formulas suplementadas con fuentes de nitrégeno no proteico,
mientras que con concentrados comerciales la mayor parte de la proteina
digestible intestino proviene del alimento (PDIA) por ello se han utilizado varias
técnicas de proteccion de la proteina, contra la accion de los microorganismos
ruminales (Elias., 1983; Galina et al., 2000; 2003).

Las gramineas y algunas leguminosas, proveen la base de la alimentacion
animal en la ganaderia tropical; caracterizada por una gama de géneros y
especies y por su amplia adaptacion a diferentes ambientes “plasticidad”

(Peters et al., 2010; Tittonell et al., 2010). Es posible utilizar eficientemente



estos forrajes cuando las poblaciones bacterianas del rumen cubren sus
requerimientos de energia, constituyentes nitrogenados esenciales, minerales y
otros nutrientes (Elias, 1983), de no lograrlo, se reduciria su consumo y
aprovechamiento aspecto que pudiera ser corregir con el uso de activadores de
la fermentacién ruminal, productos biolégicos que incrementan la eficiencia
digestiva (Puga et al., 2001a; 2001b; 2001c). Las respuestas que con mayor
frecuencia se repiten en estos trabajos, de utilizacibn de activadores
microbianos, se asocian con la produccion de acidos grasos volatiles (AVG),
modificacion del pH ruminal e incremento de las bacterias responsables de la
degradacioén de la fibra (Lila et al., 2004).

En los ultimos afos, el Instituto de Ciencia Animal (ICA) de Cuba, desarrollé un
producto bioldgicamente activo, denominado VITAFERT, rico en levaduras y
lactobacilos, acidos organicos de cadenas carbonadas cortas, minerales traza
un bajo pH (Elias & Herrera, 2008; Gutiérrez et al., 2012a; 2012b), que se ha
utilizado como aditivo microbiano en cerdos y terneros, para prevenir o
disminuir cuadros diarreicos, como estimulante del crecimiento, en el caso de
animales no rumiantes, en la fermentacion ruminal del ganado vacuno
(Gutiérrez, 2005).

A partir de la primera década del presente siglo se adicionaron a los trabajos
originales sobre fermentadores ruminales (FR) modificaciones sobre el uso de
bacterias lacticas en rumiantes (Elias & Herrera, 2008) demostrando su
efectividad en la digestibilidad de forrajes fibrosos (Galindo et al. 2001; Galina
et al., 2007a; 2007b; Gutiérrez et al., 2012a; 2012b), con todo estas
investigaciones se ha obtenido un efecto significativamente mayor de
degradacion de la fibra en el rumen, que ha permitido el desarrollo de sistemas
de manejo alternativos con o sin suplementacion de LAB para mejorar la
calidad del producto (Galina et al., 2008a; 2008b).

Por otro lado estudios sobre el perfil de los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) particularmente el acido linoléico (C1s: cis-9, cis-12, ALI) y el &cido alfa-
linoléico conjugado (Cis:3 cis-9, cis-12, cis-15 ALC) han demostrado que se

encuentran en altas proporciones en los lipidos de los forrajes y de algunos



suplementos (Shen, 2011; Castillo et al., 2013; Zened et al., 2013; Rubino,
2014). Estos acidos forman parte de la dieta de los rumiantes y dependiendo
de su concentracion, modifican el perfil de acidos grasos de la leche de la
carne, su composicion se caracteriza por la presencia de un mayor volumen de
acidos grasos insaturados, que saturados, que aumentan en su saturacion
debido al proceso de biohidrogenacion en el rumen (Castillo et al., 2013). Se
han estudiado diversos factores que afectan el proceso de BH del ALI y ALC,
como también estrategias nutricionales que muestran resultados positivos en el
incremento de acido trans-vaccenico (Cigs trans-11, ATV) y &acido linoléico
conjugado (Cis3 cis-9, cis-12, ALC) en la leche (Galina et al., 2009a; 2009b;
2010; 2012). Se han reportado que estos compuestos tienen efectos
potencialmente benéficos a la salud humana (O’shea et al., 1998; Harfoot et
al., 1997; Herrera et al., 2004; Khanal, 2004).

Los probidticos lacticos (LAB) podrian ser una alternativa importante,
particularmente si se toma en consideracion el perfil de acidos grasos no
saturados del producto (Galindo et al., 2001; Galina et al.,, 2012). En los
rumiantes, la flora microbiana sirve para desdoblar la mayoria de los nutrientes,
los cuales después son absorbidos en el intestino por el animal (Newbold et al.,
2005). Por ello se han desarrollado diferentes sistemas biotecnoldgicos para
manipular las actividades microbioldgicas de la camara de fermentacion de los
bovinos (Newbold et al., 2005). Los acidos grasos no saturados que se
producen durante la hidrdlisis de los lipidos de la dieta, son saturados por los
microorganismos ruminales, mediante biohidrogenacion (BH), proceso que
requiere de H» (Jin et al., 2008; Castillo et al., 2013). EI mayor intermediario
para la BH son los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), mientras que por las
bacterias ruminales son el acido linoleico conjugado (ALC) y el acido a linoléico
(C18:3) (Castillo et al., 2013). Una manipulacion recomendable de la
fermentacion ruminal podria incrementar las principales formas de ALC — acido
linoléico conjugado isémero cis 19, trans-11C 18:2; cis-9, T11 ALC (Newbold et
al., 2005). Debido a que la remocion de ALC como intermediario depende de la
BH, quizas sea posible incrementar este proceso, proveyendo alternativamente
receptores de electrones, las bacterias lacticas en el rumen pueden utilizar

estos electrones disminuyendo la BH, ademas de que no producen metano, por



eso la importancia de estudiar el efecto de BH de los suplementos lacticos,

para mejorar el perfil de acidos grasos de la leche (Galina et al., 2012).

Il. LIPIDOS

Los lipidos son uno de los tres componentes basios (proteina, carbohidratos y
lipidos) de alimentacion, ademas de ser la principal forma en que la energia es
almacenada. Se le denomina “grasa” a todos los triglicéridos solidos de origen
animal y “aceite” a las grasas liquidas que normalmente son de origen vegetal
(Vodet.,Voet., 1992).

Estructuray clasificacion

Los aceites y grasas estan formados por ftriglicéridos, compuestos que
representan mas del 95% de su peso. Un triglicérido esta formado por la
condensacion de una molécula de glicerina con tres acidos grasos (Figura 1);
por lo que las caracteristicas fisicas y quimicas de las grasas y aceites
dependen principalmente del tipo y cantidad de los acidos grasos que la

componen con su distribucion en los triglicéridos (Vodet., Voet., 1992).
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Figura 1. Estructura de un triglicérido. Fuente: Vodet., Voet., 1992
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Los acidos grasos son cadenas de hidrocarburos que terminan en un grupo
carboxilo en un extremo y un grupo metilo en el otro. Se les puede clasificar por
la longitud de su cadena en cortos con 4 a 6 atomos de carbono, medianos con
8 a 12 atomos de carbono y largos con 14 0 mas atomos de carbono. También
se clasifican por el grado de saturacién agrupandose en &cidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados; en los saturados no existen
dobles ligaduras en la cadena de hidrocarburos, los monoinsaturados tienen
una doble ligadura en la cadena y poliinsaturados con dos o mas dobles
ligaduras en la cadena (Chow., 2000; Lobb., 2000).

La mayoria de los acidos grasos naturales contienen un numero par de atomos
de carbono también contienen solo un grupo carboxilo y son de cadena lineal
que puede ser saturada o insaturada. La existencia de un doble enlace en la
molécula de un acido graso significa que pueden existir dos formas
dependiendo de la disposicidon de los atomos de hidrégeno unidos a los atomos
de carbono de doble enlace. Si los atomos de hidrogeno se encuentran del
mismo lado del doble enlace se trata de la configuracion cis, y se llama
configuracion trans cuando se encuentran de ambos lados (Chow., 2000;
Lobb., 2000).

Para expresarlos se emplean notaciones cortas, indicando el numero de
carbonos, el numero de enlaces y la posicion en que se encuentra la primera
doble ligadura. La letra griega omega (w) es usada para indicar la localizacion
de la primera doble ligadura a partir del carbén metilico (CHs) terminal de la
molécula del acido graso (Figura 2). Las familias mas importantes son los AG
w-3 a la cual pertenecen el acido alfa-linoléico 18:3 (ALA), &acido
eicosapentaenoico 20:5 (EPA) y el acido docosahexaenoico 22:6 (DHA) y los
AG w-6 entre los que destacan el acido linoléico 18:2 (LA) y el acido
araquidénico 20:4 (AA) (Ronayne., 2000).
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Figura 2. Acidos grasos esenciales. Fuente: Fonayne, 2000.

El perfil de acidos grasos y la proporcién de acidos grasos insaturados
omega 6: omega 3

Como es conocido, el perfil de acidos grasos de la leche y derivados es muy
diferente de la recomendada por los nutricionistas en la dieta diaria del hombre,
que incluye una ingesta de acidos grasos saturados que no exceda de 25% vy
un alto consumo de mono y poliinsaturado. El uso de los pastos y las dietas
altas en forraje puede mejorar la relacion de la leche no saturada como se ha
demostrado en muchos estudios (Bailoni et al, 2005a; Bailoni et al, 2005b;
Secchiari et al, 2008).

Dos acidos grasos de bajo peso molecular butirico y caproico se encuentran en
cantidades importantesen la grasa de la leche de los rumiantes. Los
triacilgliceroles se denominan de acuerdo a los acidos grasos que contienen, la
configuracién de los triacilgliceroles que componen la grasa puede influir en la
magnitud en que son digeridas. La grasa de la leche de los rumiantes se
caracteriza por un alto contenido de acidos grasos de bajo peso molecular
representando hasta el 20% del total de acidos grasos, como consecuencia
son menos consistentes que las de los depdsitos de los mismos animales,
aunque no son tan blandas como las grasas de origen vegetal o la de los

animales marinos (Bauman et al., 1999).



La hidrélisis de los triglicéridos (triacilgliceroles) produce glicerol y acidos
grasos que constituyen fuentes de energia, la variacion entre fuentes de grasa
en cuanto a cantidad de energia que contiene se relaciona con la digestibilidad
(Roach., Benyson., 2004).

Los acidos linoleicos (C18:2) y (C18:3) no son sintetizados por los tejidos
animales o al menos en cantidades necesarias para prevenir patologias, por lo
que deben de suministrarse en la dieta. El acido araquidonico puede
sintetizarse a partir de (C18:2) por lo que solo se adiciona en la dieta si no se
dispone del (C18:2). Las prostaglandinas se biosintetizan a partir del acido
araquidoénico y tienen una amplia variedad de efectos metabdlicos como
disminucion de la presion sanguinea, estimulacién de la contraccion del
musculo liso, inhibicién de la liberacion de acidos grasos del tejido adiposo
(Roach., Banyon., 2004).

En la leche, ademas, la ingesta de acidos grasos omega-3, y en concreto de
EPA y DHA, que realizan importantes acciones en los seres humanos, con
especial atencion a la reduccién del riesgo de enfermedades cardiovasculares.
La adopcién de estrategias nutricionales capaces de cambiar la proporcion de
omega 6: omega 3 es mas favorable en la leche procedente de animales de
montana en pastoreo, en comparacién a la de las vacas en estabulacion de las
grandes empresas con un mayor uso de concentrados de 1:4 a 1:8 en pastoreo

y estabulacion respectivamente (Bailoni et al., 2005b).

El uso de alimentos ricos en acidos grasos omega 3 puede mejorar el
contenido de estos acidos grasos en la leche y el queso, como se ha
demostrado recientemente por Cattani et al., 2011; 2014. En esta prueba, con
la adicion de la dieta de las vacas lactantes de 500g/d de semilla de lino se
tradujo en la leche en una reduccion de la proporcion de acidos grasos omega
6 y omega 3, que pasd de 9:6 a 5:5 en comparacién con la dieta control.
Niveles de inclusion de semilla de lino extrusionada mas alto (1kg/d) no produjo
una mejora adicional de esta relacién, lo que indica la forma en la transferencia

de los acidos grasos omega 3 en la dieta. Respuestas bastante comparables a



los obtenidos en la leche se observaron en el queso elaborado con procesos

estandarizados después de 90 dias de maduracion.

Debe tenerse en cuenta que la administracién de suplementos de semillas de
lino en la dieta, no permiten que la leche y el queso alcance los niveles
minimos de los acidos grasos omega 3 (0.3 gramos de acido alfa-linolénico por
100g de alimento) indicados por el Reglamento de la UE. 116/2010 para poder

escribir en el envase la declaracion “fuente de acidos grasos omega-3”.

La relacion omega 3/omega 6 es importante porque nos da la medida del grado
de proteccion de colesterol de la oxidacién por radicales libres (con el mismo
contenido de colesterol de sus aumentos de oxidabilidad con la disminucién en
el GPA). El segundo se estudia mucho en el mundo de la medicina de manera
que ahora se ha sefalado también el valor recomendado para la salud
humana. Un estudio estadounidense reciente ha detenido la barra de 8:1, que
se considera ideal para observarse efectos benéficos de antioxidacion.

Se sabia que era necesario para mantenerse por debajo del 5:1.
Posteriormente se recomienda casi universalmente alrededor de 3:1, por lo que
se ha reducido para “latte nobile” el valor de la relacién de 4 omega /6 por 1
omega/3 (Cattani et al., 2014).

En el higado, el LA es metabolizado hacia AA y el ALA hacia EPA y DHA,
aumentando el largo de la cadena y el grado de insaturacion mediante
agregacion de dobles ligaduras al grupo carboxilo, como se observa en la
Figura 3 (Chow., 2000). Se ha observado que la ingestion de acidos grasos
omega-6:omega3 en una relacion 10:1 puede paralizar la formacion de EPA y
DHA por lo que sera importante tomar en consideracién esta recomendacién
durante la formulacion y administracion de los alimentos (Roach., Benyon.,
2004).
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Figura 3: Metabolismo de los acidos grasos @-3 v @-6 (elongacion v desaturacion).

Fuente: Ronayvne, 2000

El ALA esta presente en el aceite de linaza y en los vegetales de hojas verdes.
El EPA y el DHA se encuentran principalmente en peces de aguas frias, en sus
aceites y en las algas marinas. El LA es abundante en el maiz, cacahuate,
semillas de algodon, frijol de soya y casi todas las semillas de las plantas; es
abundante por lo tanto, en aceites vegetales como maiz o girasol. El ALA se
encuentra principalmente en el cacahuate y es componente importante en los

fosfolipidos de animales alimentados con granos (Chow., 2000).

I11. DIGESTION Y METABOLISMO RUMINAL DE LOS LIiPIDOS

Existen dos fendmenos importantes en el rumiante con respecto a la grasa
ingerida dentro de la racion: la lipdlisis y la biohidrogenacion. Dependiendo el
grado de saturacion de los acidos grasos consumidos, estos seguiran rutas

diferente en la digestion, los saturados sufrirdn el proceso de lipdlisis y



seguiran su destino metabdlico hasta el abomaso e intestino, a diferencia de
los poliinsaturados los cuales al inicio seran biohidrogenados por la microbiota
ruminal con la consecuente reduccion de dobles enlaces, para continuar con el
mismo proceso de los acidos grasos saturados (Lehninger., 1995; Castro,.
2002).

Los microorganismos ruminales tienen la capacidad de realizar una sintesis de
novo de acidos grasos a partir de los carbohidratos, por lo que al duodeno
llegan acidos grasos de origen dietario y microbiano, existieron diversas formas
para modificar el aporte de grasas en la leche y asi mejorar la calidad del
queso, por ejemplo en animales que pastorean durante el verano aumenta el
consumo de AG poliinsaturados y monoinsaturados incrementando la
proporcion de acido oleico y de otros acidos en configuracion trans (productos
del metabolismo ruminal) por lo que se observa una disminucion en la

concentracion de AG saturados (Lehninger., 1995; Jenkins., 1993).

Lipolisis

Después de la ingesta, los lipidos que se encuentran esterificados son
hidrolizados por lipasas microbianas dentro del rumen, causando la liberacién
de acidos grasos libres y glicerol (Figura 4) estos productos son fermentados
rapidamente hasta acido propiénico en dietas ricas en cereales, a diferencia de
las que tienen como principal componente el forraje, las cuales tendran como

producto final al acido acético (Lehninger., 1995).

Lipidos vegetales esterificados Lipasas galactocidasas
) A fosofolipasas
Acidos grasos libres cis-9, cis-12 (C12:2)
isomerasa
cis-9, trans-11 (C18:2)
reductasa
trans-11 C13:1
¢ reductasa

C18:0
Figura 4. Lipolisis en mumiantes. Fuente: Chilliard, 1993.



Biohidrogenacion

Este proceso es el resultado de la adicion de un hidrégeno a los AG con dobles
enlaces, constituye un mecanismo importante a través del cual los
microorganismos pueden disponer de hidrégeno. Si éste proceso se completa,
todos los dobles enlaces se convierten en sencillos y los AG quedan saturados
(Chilliard et al., 2003).

Casi todos los AG vegetales insaturados presentan configuracion cis entre los
atomos de carbono insaturados, sin embargo la microbiota ruminal produce
una variedad de isdmeros trans de los AG, asi como alteraciones en el largo de
la cadena, cambios en la posicion de los dobles enlaces y produccion de AG de
cadenas impares o ramificadas, todos los cuales hacen que la grasa ingerida

por un rumiante sea diferente de la depositada (Chilliard et al., 2003).

Las grasas de las raciones consumidas por los rumiantes experimentan una
hidrélisis en el rumen enseguida de la biohidrogenacion de los acidos grasos
insaturados libres. La biohidrogenacién da lugar a la produccion de acidos
grasos saturados y también a los acidos trans. Ademas tiene lugar una
redistribucion de los dobles enlaces de la cadena del acido graso, lo que
explica la presencia en los rumiantes de grasas como son los &acidos
vaccenoico (trans-11, 18:1) y elaidico (trans-9,18:1) (Perfield et al., 2007).

Los acidos grasos insaturados tienen una vida promedio corta dentro del
ambiente ruminal, debido a que son hidrogenados rapidamente, hacia
compuestos saturados o productos finales. La biohidrogenacion de estos
compuestos puede ser bloqueada por la presencia de grandes cantidades de
acido linoleico y otros AG poliinsaturados, debido a que estos son toxicos para
los microorganismos ruminal, como sucde en los animales en dietas de
pastoreo (Aro et al., 1998). En este proceso, se puede dar origen a una serie
de isébmeros como productos intermedios; se considera que solamente un 10 a
30% de estos AG escapa al proceso de biohidrogenacion; continuando su

camino hacia el tracto gastrointestinal posterior, para ser metabolizados vy



absorbidos (Roach., Benyon., 2004; Lehninger., 1995; Aro et al., 1998).

La biohidrogenacién es un proceso de endurecimiento que tiene gran
importancia industrial en la obtencién de grasas firmes a partir de los aceites
vegetales y de pescado para la obtencion de margarina, este proceso tiene la
ventaja de que prolonga el mantenimiento de la calidad de las grasas (Roach.,
Benyon., 2004).

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), particularmente, el acido linoléico
C18:2 cis-9, cis-12, ALi) y el acido alfa-linolénico (C18:3 cis-9, cis-12, cis-15,
ALn), se encuentran en altas proporciones con los lipidos de los forrajes y de
algunos suplementos (Agazzi et al. 2004; Bauman et al. 1999; Choi et al. 2009;
Kelly et al. 1998; Shen et al. 20011; Zened et al. 2013). Es por esto, que el
conocimiento del proceso de BH, se considera un punto critico para modificar
la relacién entre acidos grasos saturados e insaturados, en la leche y en la
carne. El bloqueo de a Biohidrogenacién de ALA y la produccién de acidos
grasos conjugados, en general benéficos para la salud por las bacterias

lacticas ha sido revisado por Ogawa et al, (2005).

Se han estudiado diversos factores que afectan el proceso de BH del ALi y
ALn, como también estrategias nutricionales que muestran resultados positivos
en el incremento de &cido transvaccénico (C18:1 trans-11, ATV) y acido
linoléico conjugado (C18:2 cis-9, trans-11, ALC), en la leche y en la carne. Se
ha reportado que estos compuestos tienen efectos potencialmente benéficos
para la salud humana (Harfoot., Hazlewood, 1997; O’shea et al. 1998; Khanal,
2004; Herrera et al. 2004; Perfield et al. 2007).

Bioquimica del proceso de Biohidrogenacién

Desde principios del siglo XX, se descubrié que los lipidos que forman los
tejidos de los rumiantes eran mas saturados que los de los no rumiantes
(Banks., Hilditch, 1931) y por muchos afnos, se creyd que el proceso de BH de
los lipidos ocurria en los tejidos. En la actualidad, se sabe que este proceso

ocurre en el rumen por accién de los microorganismos y, en una pequefia



proporcion, en el tracto intestinal posterior (Harfoot., Hazlewood, 1997; Lee.,
Jenkins, 2011).

Wright en 1959 encontr6 que las bacterias son los microorganismos mas
importantes en el proceso de BH, lo cual, también fue demostrado por
Dawson., Kemp en 1969 y Singh, Hawke en 1979. En otros estudios, se hallo
que, aproximadamente, la mitad de los microorganismos involucrados en a
digestion de los lipidos se encuentran asociados a la porcion liquida del rumen
(BAL) y los restantes se hallaban adheridos a las superficies del alimento
(BAS) (Hungate, 1966).

Las mezclas bacterianas pueden biohidrogenar totalmente al acido linoleico y
es posible que la biohidrogenacion total de los enlaces dobles dependa mucho
de las especies de los microorganismos ruminales y que cada especia solo
pueda hidrogenar determinados enlaces dobles. Tanto las bacterias como los
protozoarios pueden actuar como enzimas hidrogenando los acidos grasos no
saturados (Singh., Hawke., 1979).

Utilizando contenidos ruminales, se evidencié que la presencia de particulas
del alimento aumenta la velocidad del proceso de biohidrogenacion (Herrera et
al. 2004). Martin., Valeille (2002) notaron que el proceso de BH del ALi en el

rumen ocurre por la adhesion del ALi a las particulas de alimento.

Legay-Carmier., Bauchart (1989) encontraron que en una dieta para vacas
suplementada con aceite de soya, el 70% en masa de las bacterias eran BAS y
solamente un 7%, BAL; el restante 23% era de bacterias pobremente
adheridas a la superficie o se transferian, de manera constante, desde las
particulas al medio liquido ruminal. Bauchart et al. en 1990 mostraron que
existe “preferencia” por parte de los acidos grasos a adherirse a las particulas
de alimento y que la concentracion total de los acidos grasos que se adherian a
las BAS era casi del doble, con respecto al del BAL. Se puede concluir que
después de la lipdlisis y de la liberacion de acidos grasos, éstos se adhieren a
las particulas sélidas de alimento y son hidrogenados de manera preferencial

por las BAS, pudiéndose generar competencia entre las particulas y las



bacterias.

Descripcién del mecanismo de la biohidrogenacion de los &cidos grasos

insaturados:

La lipdlisis constituye un paso obligado antes de la BH y las bacterias son las
principales responsables del proceso de BH, aunque los hongos y los
protozoos pueden participar en la biohidrogenacién (Harfoot.,, Hazlewood,
1997; Maia et al. 2007; Varadyova et al. 2008a; 2008b; Buccioni et al. 1012).

Sachan., Davis (1969) hallaron que la especie Borrelia B25 biohidrogenada el
ALi, pero no el acido oléico (C18:1 cis-9, AOI). Kemp et al. en 1975 registraron
tres especies bacteriales implicadas en la biohidrogenacién de los acidos
grasos insaturados, siendo estas Ruminococcus albus, Eubacterium pp vy

Fusocillus sp.

La especie Fusocillus biohidrogend el AOIl y ALi hsta acido estearico (C18:0) y
el ALn hasta C18:1 cis-15. La especie R. albus y la de Eubacterium no
biohidrogenaron el AOI, pero si convirtieron el ALi y ALn en una mezcla de
acidos octadecendicos, donde el ATV fue el isébmero predominante (Kemp et al.
1975).

La identificacion de los intermediarios producidos y de los diferentes
microorganismos ruminales que participan en el proceso de BH ruminal, ha
permitido establecer su mecanismo (Bauman et al. 1999; Lee., Jenkins, 2011;
Buccioni et al. 2012). El proceso de BH involucra varios pasos bioquimicos, con
velocidades, intermediarios y especies bacteriales caracteristicas diferenciados
(Bauman et al., 1999).

Para los pasos principales, Kemp et al., (1975) dividieron las bacterias en dos
grupos, considerando las reacciones quimicas en que intervenian y los
productos de la BH. El grupo A es el responsable de transformar el ALi hasta el
ATV; por su parte, el grupo B transforma el ATV en C18:0. Para el ALn, la BH

es mas compleja e involucra los dos grupos de bacterias en todos los pasos



(Figura 5). Ambos mecanismos presentan, como paso inicial, la isomerizacién
del enlace cis-12, de lo cual, resulta la formacién de un intermediario quimico
con un sistema conjugado con isomeria geométrica cis-9, trans-11 (Harfoot.,
Hazlewood, 1997; Buccioni et al. 2012).
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Figura 5. Rutas principales de la bichidrogenacion del acido linoléico vy alfa-linolénico
en el mumen_ junto con los grupos de microorganismos implicados (Harfoot.

Hazlewood, 1997; Buccciom ef al. 2012).

Las letras A v B indican los dos grupos bactenales implicados en el proceso.

Los mecanismos de isomerizacion mejor conocidos son los de las isomerasas
producidas por Butitivibrio fibrisolvens (IBF), Propionobacterium filicina (IPF) y
P. anes (IPA) (Liavonchanka, Feussner, 2008). Se tiene conocimiento para el

ALi, que la misma estereoquimica R, (Liavonchanka., Feussner, 2008).

Termodinamicamente, la isomerizacion de ALi en C18:2 trans-10, cis-12 es un
proceso que demanda energia, porque se requiere la ruptura de un enlace C-
H, como paso previo a la isomerizacion del doble enlace. Para la formacién del
intermediario alilico, se requiere, aproximadamente, +16,7kJ.M", haciendo de
esta reaccién, un proceso termodinamicamente irreversible (Liavonchanka.,
Feussner, 2008). Aunque no se tiene claro como es suministrada esta energia
para las IBF e IPF, para la IPA se sabe que la activacion y la transferencia del
hidrégeno de la posicion 11, es mediada por el FAD. La energia libre de Gibbs
(AGrxn) a 37°C, para la isomerizacion del ALi (-4,856kcal/mol) y ALn (-



754kcal/mol), a sus intermediarios conjugados, permite definir que dichos
procesos se constituyen como termodinamicamente favorables, segun los

valores calculados en Colombia (Castillo et al., 2013).
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Figura 6. Biohidrogenacion de acidos grasos insaturados en el rumen, a pH bajo

(adaptado de Buccioni et al. 2012).

Wallace et al. en 2007, sugirieron que el mecanismo de biosintesis del ALC, se
inicia con la abstraccion de H del carbono 11 del ALi, formandose un radical
termodinamicamente inestable, en el cual, se produce la traslocacion del doble
enlace, de la posicién 12 a la posicién 11, con cambio de geometria cis a trans,
con lo que se forma un radical, cuyo electron desapareado se ubica en el
carbono 13. A partir de marcaciéon isotopica y mediante espectrometria de
masas, se sugirid que los isdbmeros geométricos del ALC que presentaban
insaturaciones en las posiciones 10 y 12, eran sintetizados por un mecanismo
que difiere de la sintesis de los isébmeros 9 y 11. Finalmente, un atomo de
hidrégeno es proporcionado por una molécula de agua al carbono 13, para
producir ALC (Castillo et al., 2013).

El segundo paso en el proceso de BH es la reduccion del enlace cis-9 del
sistema conjugado, para producir el ATV a partir del ALi y el C18:2 frans-11,
cis-15 a partir del ALn. Este paso involucra la adicién de dos hidrégenos al

enlace cis-9 del sistema dieno conjugado cis-9, trans-11, por la enzima cis-9,



trans-11 octadecadienoato reductasa (EC 1.3.1.-), la cual, ha sido aislada y
purificada de B. fibrisolvens (Hughes et al., 1982; Jenkins et al., 2008; Sterk et
al. 2010).

La enzima es una glicoproteina con 10 moles de fructosa y 12 de galactosa por
mol de enzima y que presenta Fe** coordinado, indispensable para su actividad
enzimatica y se encuentra involucrado directamente en el proceso de reduccién
(Harfoot., Hazlewood, 1997; Buccioni et al. 2012).

El segundo paso de la BH en el rumen, ha sido estudiado para la especie B.
fibrisolvens (Rosenfeld., Tove, 1971; Lee., Jenkins, 2011). Yamazaki., Tove en
1979 aislaron, a partir de B. fibrisolvens, un electrodonor para la BH del enlace
cis-9, que fue identificado como alfa-tocoferolquinol (TQH2) (Hughes., Tove,
1980%). Los mismos autores (1980b), sugirieron que dos moléculas de TQH2
fueron oxidadas a dos semiquinonas (TQH), aportando asi cada una, un
electrén para la reduccion del enlace cis del sistema conjugado (Castillo et al.,
2013).

Estudios in vitro usando ALi marcado mostraron que la isomerizacion del
enlace cis-12 involucra la rapida BH del ALC hasta ATV (tercer paso de la BH)
ocurre mas lentamente y por lo tanto, se acumula y puede aumentar su
disponibilidad para su absorcion (Singh., Hawke, 1979; Moate et al. 2008;
Buccioni et al. 2012).

Por otro lado los probidticos lacticos (BAL) han sido utilizados en la
alimentacion de los rumiantes, por su habilidad para degradar la fibra, el
bloqueo de la biohidrogenacién, la no produccién de metano y la formacién de
proteina bacteriana (Galina et al., 2013). Particularmente si se toma en
consideracion el perfil de AGNS en el rumen, fenédmeno mediante el cual la
microflora los transforma en AGS, (Galina et al., 2013). En los rumiantes, los
microorganismos sirven para digerir la mayoria de los nutrientes, los cuales
después son absorbidos en el intestino (Newbold et al., 2005). Por ello se han
desarrollado diferentes sistemas biotecnoldgicos para manipular las actividades

microbioldgicas de fermentacion de los bovinos (Newbold et al., 2005).



Los AGNS que se producen durante la hidrélisis de los lipidos de la dieta, son
saturados por los microorganismos, mediante biohidrogenacion (BH), proceso
que requiere de H» (Jin et al., 2008). El mayor intermediario para la BH son los
acidos grasos poliinsaturados (AGPI), metabolizados por las bacterias
ruminales en acido linoleico (AL, C18:2) y acido trans-vaccenico (trans-11
C18:1 TVA). El ALC se deriva del acido linoleico (C18:2) y el acido linoleico
(C18:3). La manipulacion recomendable de la fermentacion ruminal podria
incrementar las principales formas de ALC-acido linoleico conjugado isémero
cis19, trans11 y ALC 18:2; isbmero cis9, trans11 (Newbold et al., 2005). Debido
a que la remocion de ALC como intermediario depende de la BH, se podria
bloquear este proceso, proveyendo alternativamente receptores de electrones,
las bacterias lacticas en el rumen pueden utilizar el hidrogeno disminuyendo la
BH. Finalmente un simbidtico es la asociacion de un probiético, generalmente
de bacterias lacticas, con un suplemento que mejore la fermentacion ruminal
(Galina et al., 2014). Por eso la importancia de estudiar el efecto de una dieta
rica en AGNS (pastoreo) y la reduccién de la BH por los simbidticos, tanto para
la produccion de leche, como para mejorar el perfil de acidos grasos de la
leche y el queso (Galina et al., 2014; 2007).

Sintesis Microbiana de acidos grasos

Los microorganismos ruminales tienen la capacidad de realizar la sintesis de
acidos grasos saturados, principalmente acido estéarico y palmitico; asi como
de monoinsaturados; donde, los mas representativos son los acidos
palmitoléico y oleico. Este proceso es conocido como sintesis de novo y es
considerado como un aporte lipidico enddgeno. Los acidos grasos
poliinsaturados no son sintetizados por los microorganismos ruminales, éstos

provienen de la dieta basicamente (Lehninger., 1995; Aro et al., 1998).

Digestién y Absorcion Intestinal

La digestién de los acidos grasos en el duodeno, se inicia con su disociacién a

partir de las particulas del alimento por medio de la accion detergente de las



sales biliares, en un medio relativamente acido. En ausencia de la formacion de
monoglicéridos, la lisolecitina y el acido oléico funcionan como sustancias
anfipaticas que causan la formacion de micelas solubles. Por otra parte, se ha
observado que la actividad lipolitica de la lipasa pancreética es suficiente, y no
constituye un factor limitante en la digestion de triglicéridos que escapan del
rumen (Aro et al., 1998; Byers., 1993).

Conforme aumenta el pH en el trayecto intestinal proximal; la actividad de la
lipasa y fosfolipasa pancreatica aumenta, el contenido de acido oleico y
lisolecitina mejoran aun el proceso de micelizacion y absorcion de los AG,
aunque se ha observado que existe absorcién de los AG, aunque se ha
observado que existe absorcién que ocurre en el yeyuno, es muy limitada. A
este respecto se ha identificado a la regién intermedia y distal del yeyuno como

el principal sitio de absorcion de lipidos (Aro et al., 1998; Byers., 1993).

Transporte sérico de Lipidos en el Rumiante

A nivel intestinal, una vez realizada la absorcion de las micelas. Los AG de mas
de 14 carbonos son re-esterificados, por la via del glicerofosfato, siendo la
glucosa el precursor del glicerol; dando origen a los triglicéridos (TG), iniciando
su transporte en pequefas cantidades de mono y di glicéridos, ademas los
fosfolipidos y colesterol uniéndose a las lipoproteinas, saliendo por la base y
lados de la célula intestinal hacia la lamina propia, conductos linfaticos y
finalmente hacia los vasos sanguineos portales (Chow., 2000; Byers., 1993).
Por su parte los AG inferiores a esta longitud, entran directamente al torrente
sanguineo y son transportados en forma libre hacia el musculo, tejido adiposo
y/o glandula mamaria (Byers., 1993). Estos elementos en el torrente sanguineo
son transportados en asociacion con proteinas, debido a su baja solubilidad,
formandose complejos denominados lipoproteinas; las cuales de acuerdo a su
densidad, se dividen en 5 clases: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja,
intermedia y baja y alta densidad, siendo también conocidas como VLDL, IDL,
LDL Y HDL por sus siglas en inglés, respectivamente (Aro et al., 1998). Los
quilomicrones transportan AG libres; siendo sintetizados en el intestino,

aumentan su concentracion cuando la dieta es rica en AG poliinsaturados y



disminuyen con la presencia de grasas saturadas. Por su parte, las
lipoproteinas VLDL son las principales transportadoras de lipidos hacia higado,
tejido adiposo y glandula mamaria en los rumiantes a pesar de su baja
concentracién (Aro et al., 1998). Por otra parte, las lipoproteinas conocidas
como IDL, se generan a partir de la lipdlisis de las VLDL, como producto
intermedio en la formacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Estas
ultimas estan directamente implicadas en la distribucion del colesterol a los
tejidos; incluyendo a la glandula mamaria (Aro et al., 1998). Por su parte, las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) se encuentran en mayor proporcion que
las anteriores, son sintetizadas y secretadas por el higado e intestino
encargandose de incorporar el exceso de colesterol circulante hacia el higado,

para su excrecion biliar y subsecuente sintesis de VLDL (Aro et al., 1998).

Lipoproteinas en la sintesis lactea

Aunque existen informes contradictorios sobre la sintesis de grasa de la leche
realizados en diferentes tipos de animales y con diferentes dietas, parece ser
que los quilomicrones y las VLDL son los principales agentes transportadores
de los AG; aproximadamente un 50% de éstos son sintetizados de novo en la
glandula mamaria y de ellos la sexta parte es a partir de beta-hidoxibutirato,
siendo la mayoria a partir de acetato (Byers., 1993). Asi mismo, se considera
que aproximadamente el 44% de los AG de origen dietario, principalmente
palmitico (C:16) y estearico (C:18) se obtienen a partir de los triglicéridos de la
sangre por medio de la lipoprotein-lipasa, siendo desaturados en la glandula
mamaria (Figura 7). Por otra parte, se ha sefalado que una dieta rica en
grasas poliinsaturadas disminuye la sintesis de novo en la glandula mamaria
de AG de cadena corta (C4-C14), ocasionando un aumento en la actividad de
la lipoprotein-lipasa, lo que aumentara la captacién de AG de cadena larga
(Castro., 2002; Aro et al., 1998; Byers., 1993).
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Figura 7. Desaturacion de acidos grasos en la glandula mamaria. Fuente: Chilliard, 1993

Aunque podria parecer que puede aumentarse la grasa de la leche con el
simple consumo de una mayor cantidad de grasa. La captacién por la glandula
mamaria inhibe la sintesis de novo, impidiendo de forma efectiva cualquier
incremento en la grasa total de la leche. Probablemente la unica excepcion
suceda cuando se consume grasa protegida que eleva los contenidos de VLDL
en plasma lo suficiente para exceder la retroalimentacion negativa de grasas
de cadena larga para la sintesis de grasa mamaria. En este caso suele

aumentar la grasa total de la leche. (Chilliard et al., 2003; Fedele et al., 2002).

Se ha observado que los derivados lacteos, fabricados a partir de leche rica en
acidos grasos de cadena larga, en especial C18:2 (acido linoleico), presentan
oxidacién mas rapida y por lo tanto se observan cambios en las caracteristicas
fisicas de éstos (Bauchart., 1993).

Colesterol
El colesterol pertenece al grupo esterol de las grasas, es una molécula de 27

carbonos que  estructuralmente es un nucleo derivado de

ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 8) (Guevara., 1994).



Figura 8. Estructura del colesterol. Fuente: Eoach, J. O v Benvon, 5. 2004.

Puede ser de origen exdgeno principalmente de los fosfolipidos de las plantas
o0 endogeno. ElI colesterol es sintetizado por el mismo organismo
principalmente en el higado, aunque se sabe que otros tejidos como intestino,
piel, corteza adrenal y pared arterial entre otros, también participan en éste
proceso. Es un componente esencial de las membranas celulares, precursor de
la vitamina D, de los acidos biliares, de adrenocorticoides y de algunas
hormonas como los andrégenos, estrogenos, etc. El 75% es transportado en la
sangre a través de lipoproteinas de las cuales las LDL son las que llevan a
cabo esta accidén en mayor proporcion; las HDL eliminan el colesterol de las
paredes arteriales, devolviéndolo al higado donde es degradado por los
hepatocitos siendo utilizado para la sintesis de acidos biliares, también puede
ser transformado a ésteres de colesterol por medio de la LCAT (lecitina
colesterol acil transferasa) para volver a sintetizar lipoproteinas (Guevara.,
1994).

La dieta influira en el contenido de colesterol en leche debido al balance
energético en el que se encuentren los animales. Es decir, si un rumiante se
encuentra en balance energético negativo debido a un deficiente aporte
nutrimental, iniciara la movilizacion de lipidos almacenados, causando

elevacion en sangre y leche, tanto de G como del colesterol (Guevara., 1994).

Sintesis

La sintesis de colesterol se realiza en el citosol celular, aunque algunas

enzimas se encuentran en el reticulo endoplasmico. La manera mas sencilla de



entender éste proceso es estudiandolo por separado en dos estadios

esquematizandose en la Figura 9 (Guevara., 1994).
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Figura 9. Sintesis de colesterol. Fuente: Roach v Benvon, 2004.

Los acidos grasos no saturados producidos por hirdlisis de los lipidos, son
saturados por los microorganismos ruminales, mediante biohidrogenacion (BH),
proceso que requiere Ha (Jin et al., 2008). Una manipulacion de la fermentacion
podria incrementar el acido linoleico conjugado (ALC) (Newbold et al., 2005).
La remocion de ALC depende de la BH, quizas seria posible disminuirla,
proveyendo receptores de electrones, las bacterias lacticas pueden proveer
estos electrones, disminuyendo la BH (Galina et al., 2004a; 2014b).

Los tejidos de los rumiantes contienen cantidades relativamente grandes de

acidos grasos insaturados como resultado de la fermentaciéon ruminal y su



posterior absorcién y depésito, estos almacenes pueden ser modificados para
que exista aun mayor cantidad de estos acidos grasos insaturados si se
protegen de la BH (Galina et al., 2014Db).

Los AGS son aquellos AG que en estructura quimica solo poseen enlaces
simples. Los AGS mas comunes en la dieta son los de 14, 16 y 18 atomos de
carbono, excepto en el caso de la leche y el aceite de coco en que
encontramos AGS que tienen entre 4 y 12 atomos de carbono. Dada su
estructura los AGS son sustancias extremadamente estables desde el punto de

vista quimico (Roach., Benyon, 2004).

HIPOTESIS:

La leche de vacas que se encuentran pastoreando y ramoneando en un
sistema mixto de praderas y bosque tropical, con o sin la utilizacion de
fermentadores ruminales (FR), solo o con LAB, tienen un perfil superior en
cantidad y calidad de acidos grasos no saturados que los provenientes de

animales en confinamiento y con la leche comercial.

OBJETIVO DE TRABAJO:

El objetivo de este estudio fue medir y evaluar los valores obtenidos de omega
6 y omega 3 en el manejo de la fermentacién ruminal, en la produccién de
leche con un analisis de perfil de acidos grasos esenciales, en animales
pastoreando y ramoneando en un sistema mixto de praderas y bosque tropical,
con o sin la utilizacion de fermentadores ruminales (FR), solo o con LAB,
comparandolo con suplementacion con concentrados comerciales (COM) y con

Leche comercial (LC).

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el rancho “El Fresno” en Suchitlan, Colima, a

19°23’ latitud norte, 103°41’ longitud oeste y 1,400 m sobre el nivel del mar.



Colima Képpen's clasificado como Awl(w) con lluvias de Julio a Octubre, 1,000
mm anuales. La duracion del periodo seco es de 8 a 9 meses con una

temperatura promedio de 25°C.

Un hato de 35 vacas lecheras en la mitad de la lactacion (511+£12kg), cruzas de
Cebu, los animales se mantuvieron sobre un sistema silvopastoril a partir de
julio (SP), formado por una mezcla de gramineas tropicales de zacates: estrella
(Cynodon plectostachyus), e insurgente (Brachiaria brizanhta), acompanados
de ramoneo de leguminosas en bosque tropical, suplementados con 3kg de
fermentador ruminal con o sin la adicion de 1.5kg/dia, de un probidtico de
bacterias lacticas (LAB) como suplemento durante el periodo silvopastoril. El
area de pastoreo total fue de 20.9 ha, una mezcla de pastoreo sobre
gramineas tropicales de zacates: estrella (Cynodon plectostachyus), e
insurgente (Brachiaria brizanhta) acompanados de ramoneo de leguminosas en
bosque tropical. El bosque tropical ramoneado fue de Mimosa pudica, Plumera
rubra, Bunchosia palmeri, Cordia alliodora, C. dentata, Platymiscium
fasiocarpum, Eryhroxylum mexicanum, E. rotundifolium, Caesalpina plumeria,
Guttarda elliptica, Randia capitata, Caesalpina coriaria y Desmodium spp. Con
una carga animal de 3.6 a 5.9 UA/ha. Paralelamente un segundo hato de 28
animales (514+14kg) pastoreando en 16.5 ha de silvopastoril suplementados
con 6kg de un concentrado comercial para cada vaca lechera de 160g de PC
(COM). Se pesaron la leche de tres tratamiento en forma individual cada
semana durante la observacion. Se tomaron muestras semanales de leche de
cada grupo para medir los acidos grasos.

Durante todo el estudio el forraje excedia la capacidad de ingestidn voluntaria
de las vacas en lactacion. La administracion de suplementos de probioticos
(LAB) contenia aproximadamente 4X107 ufc de bacterias lacticas, compuesto
por Lactobacilos plantarum, L. delbrueckii, L. helvaticus, Lactococus lactis,
Leuconostoc mesenteroides, y Bifidus spp sobre una mezcla de 35% melaza y
65% suero de queseria. El promotor de la fermentacion (3kg/d) contenia una
mezcla de melaza (18%), harina de algodon (16%), cascarilla de arroz (10%),
maiz (14%), pollinaza (10%), harina de pescado (8%), cebo de res (5%), sal
comun (4%), cal, carbonato calcico (3%), cemento (1%), sales minerales (2%),

ortofosfato calcico (2%), urea (5%) y sulfato de amonio (2%).



Se calcularon los volumenes de MSI por vaca tomando muestras
representativas en pastoreo, con base a las necesidades de energia y proteina
para mantenimiento, crecimiento, produccion de leche y estado fisioldgico de
acuerdo a la metodologia utilizando el sistema de unidades forrajeras leche,
desarrollada por el INRA (1995).

Se obtuvieron muestras de leche de vacas, los cuales fueron inmediatamente
congeladas a -17°C hasta su analisis de acidos grasos éter metalicos FAME
realizados por extraccion por separado utilizando cromatografia de gases
(Varian modelo 380) equipado con un muestreado automatico (CP 8410)

equipado con un detector FID.

La cromatografia de gases consta de las siguientes etapas:

Extraccion de grasa; Para la extraccion de la grasa, se pesaron 20g de leche,
a la cual se le afiadieron 100g de hexano grado cromatografico (J.T. Baker,
Center Valley, PA) y la mezcla se dejé en agitacion durante una hora usando
un agitador magnético C-MAG HS7 (IKA, Wilmington, NC). Transcurrido el
tiempo la mezcla se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C. Se recogi6
la fase organica y se coloc6 en un matraz, donde la muestra se sometié a una
corriente de nitrégeno para la evaporacion del hexano utilizando un evaporador
Mini Vap 22970 (Supelco, Belfonte, PA) por un periodo de treinta minutos. La
grasa obtenida fue transferida a viales de borosilicato desactivado de 20mL (I-
CHEM mmodelo C126-0020; Thermo Scientific, Alemania), purgados con
nitrégeno y posteriormente almacenados a -17°C hasta el momento de la
esterificacion.

Perfil de &cidos grasos; Se realizé de acuerdo a la metodologia Ce1-62. Se
pesaron 500mg de grasa de leche en un matraz de fondo redondo (24/40,
KIMBLE CHASE, Vineland, NJ), se adicionaron 8ml de hidroxido de sodio 0.5N
en metanol (Baker), posteriormente el matraz se conecto a un refrigerante
(Alihn-Ground, 24/40; 300mm; LAB GLASS, Vineland, NJ) y se dej6 en reflujo
por 15 min utilizando un nido de calentamiento (Thermo Fisher Scientific,
Maryland), después se adicionaron 9ml de BF3 (20% en metanol, Merck,

Alemania) a través del condensador. Se continu con ebullicién por dos



minutos, después se agregaron 2ml de hexano y se continud en ebullicion por
1min. Finalmente se detuvo el calentamiento, se retird el matraz con la muestra
y posteriormente se afiadieron 15ml de una solucion saturada de cloruro de
sodio, se tapé el matraz y se agito por 15s. Se continud anadiendo solucion
saturada de cloruro de sodio hasta que la muestra alcanzé el cuello del matraz.
Se transfirié 1ml de la muestra a un vial de 20mL y se hicieron las diluciones
pertinentes para después analizar por cromatografia de gases. El analisis se
realizé en un cromatégrafo de gases 7890A (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA), acoplado a un espectrémetro de masas cuadrupolar modelo 5975C
(Agilent Technologies, Inc.). La columna capilar de silice fundida empleada fue
una DB-5 (60m x 0.25mm de diametro, 0.25um de espesor de fase, (Agilent
Technologies Inc.); con helio como gas acarreador a un flujo constante de
1ml/min. El programa de temperatura del horno fue: 80°C, 5°C/min hasta
230°C (5min), 30°C/min hasta 280°C (8min). El espectrémetro de masas, fue
operado en el modo de impacto de electrones (70 eV). El rango de masa
utilizado fue 30 a 400 uma, las temperaturas de linea de transferencia, fuente
de ionizacion y cuadrupolo fueron 280, 230 y 150°C respectivamente. El puerto
de inyeccion se operé en el modo Split 1:400, a 250°C. La identificacion de los
metil ésteres se realiz6 a partir de su espectro de masas, tomando como
identificacion positiva un 80% de parecido al localizado en la base de datos
NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library, version 1.7, (NIST, Gaithersburg, MA), y
por medio de la comparacion de tiempos de retencion de estandares quimicos
(37 Component FAME mix, Supelco, Bellefonte, PA) inyectados bajo las

mismas condiciones de cromatografia (Galina et al., 2015).

ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados obtenidos se analizaron a través de un analisis de varianza, con
un disefio completamente al azar, las diferencias entre promedios fueron
establecidas con una probabilidad de error menor al 0.05, mediante la prueba
de Tukey. El analisis de las variables estudiadas se realizaron mediante

procedimientos PROC GLM, con apoyo del programa Statical Analysis Sistem.

El modelo empleado fue:
Yij=u+ti+Ej



Yij= Valor de acidos grasos
M= Es una medida general
ti= Efecto del i-ésimo tratamiento

Ej= Efecto del error aleatorio

RESULTADOS

Como se observa en la Figura 10, el promedio de produccién de leche en
ambos grupos fue de 17.5; LAB 14.1 (SP) y 16.5 (COM) kg/d (P<0.05). El
sistema de alimentacion afecté significativamente el perfil de acidos grasos de
la leche de las vacas estudiadas. Este efecto fue medido por el contenido de
acidos grasos de los sistemas de alimentacién, en porcentajes de saturados e
insaturados LAB 66.17:34.04%; SP 65.82:34.23%; COM 67.97:32.30%; LC
67.77:32.35% como se muestra en el cuadro 1. El contenido de acidos grasos
polinsaturados, omega-3 fue LAB 0.51%; SP 0.33%; COM 0.27% superiores a
las de la leche comercial (LC) que tuvo en promedio un 0.18% los resultados
de omega 6 fueron 1.77% LAB; 1.59% SP; y 1.50% COM mientras que la leche
comercial tuvo un promedio de 1.47% (P<0.05). La relacién de omega 6/omega
3 fue de 3.47:1 de LAB; 4.82:1 de SP; 5.16:1 de COM y 8.17:1 de LC.

Con respecto a los acidos grasos saturados la LC y la COM fueron superiores
a las leches de pastoreo, que no mostraron diferencias entre ellas (P>0.05), los
no saturados se comportaron en forma similar pero LAB y SP fueron superiores
a COM y LC (P>0.05). Las diferencias entre las cuatro leches fue en el
porcentaje de polinsaturados siendo mayor para LAB intermedia para SP vy
COM y menor para LC (P>0.05). A través del andlisis de la varianza se observo
que el sistema de alimentacidon so6lo modificé la concentracién de AG
polinsaturados (<0.01), por el contrario los AG monoinsaturados solamente
fueron afectados (P<0.01) entre LAB y SP comparados con COM y LC. Si
observamos los acidos grasos polinsaturados, tanto LAB fue mayor (P<0.05)
en porcentaje (0.51%) siendo superior a los demas tipos de leche. Se observo
efecto significativo (P<0.01) del sistema de alimentaciéon sobre los diferentes

tipos de leche.



Porcentajes de acidos grasos en la leche
LAB SP COM |LC
Saturado | Caprico cé6 0.47 0.47 0.53 0.44
Saturado | Caprilico Cc8 046 |0.46 |05 0.41
Saturado | Caprico C10 |[1.50a |1.73a |1.22b |[1.15b
Saturado | Laurico Cl12 |2.50a |2.84a |1.95b |[2.14b
Mono Mirostoleico C14.10.74b |1.03a |1.02a |0.65b
Saturado | Miristico C14 |10.35 |11.43 |10.62 |9.16
Saturado | Pantodecilico Cl15 |1.94 1.59 1.79 1.54
Mono Palmitoleico Ci16.1(1.17a |1.17b |1.82a |1.65a
Saturado | Palmitico C16 |32.10b|31.52b|35.67a |31.55b
Saturado | Margarico C17 |1.48b |1.08c |1.32b [1.83a
Poli Linoléico omega 6 C18.2(1.77a |1.59b |1.50b |[1.47b
Mono Oléico C18.1|29.27 |30.11 |27.69 |28.4
Saturado | Estearico C18 |14.60b|13.23b|13.43b|18.90a
Poli A Linoléico omega 3 C18.3|0.51a [0.33b |0.27c |0.18d
Saturado | Arquidico C20 |0.77b |0.47a |0.94a |0.65b
100.21|100.05 | 100.27 | 100.1
Relacidn
omega3:omegab 3.47c |4.82b |5.56b [8.17a
Saturados 66.17b | 65.82b | 67.97a | 67.77a
No Saturados 34.04a | 34.23a | 32.30b | 32.35b
Mono 31.76a | 32.31a|30.53b | 30.70b
Poli 2.28a [1.92b |1.77c |1.65d

Figura 10. Porcentajes de acidos grasos en la leche de tres tratamientos

solvopastoril con probidbico (LAB); Silvopastoril (SP);

concentrado comercial COM) y Leche Comercial (LC).

Silvopastoril

con

a, b, c: literales distintas en la misma hilera indican diferencia estadistica

significativa (P<0.05).

LB Leche de pastoreo con probiético

SP Leche de pastoreo

COM Leche de pastoreo con concentrado comercial

LC Leche comercial

A través del analisis de varianza se observd que existe interaccion de los




factores (P<0.01) sobre el contenido de AG omega 3, omega 6, asi como en la
relacion que guardan éstos elementos, ademas de efecto por el sistema de

alimentacion en leche.

Concentracién total de acidos grasos en leche
LAB SP COM LC
Saturados 66.17a |65.82b |67.97a |67.77a
No Saturados 34.04 34.23 32.3 32.35
Monosaturados 31.76a |32.31a |30.53.b [30.40b
Poliinsaturados 2.28a 1.92b 1.77c 1.65d
Omega 3 0.51a 0.33b 0.27b  |0.18c
Omega 6 1.77a 1.59b 1.50c 1.47c
Relacion omega 6: omega3 | 3.47c 4.82c 5.56b |8.17a
Colesterol (mg/100ml) 83.2b 84.4b 87.5a 89.1a

Figura 11. Concentracion total de acidos grasos en leche de pastoreo con
diferente suplementacion (porcentaje).

a, b, c: literales distintas en la misma hilera indican diferencia estadistica
significativa (P<0.05).

LB Leche de pastoreo con probidtico

SP Leche de pastoreo

COM Leche de pastoreo con concentrado comercial

LC Leche comercial

Al analizar el contenido de colesterol en los diferentes tipos de muestras se
observo en LAB registré un contenido de 83.2 mg/100ml y SP 84.4 mg/100ml,
mostrando diferencias significativas con COM 87.5 mg/100ml y LC 89.1
mg/100ml. En este sentido el sistema de alimentacién con o sin probidticos,
mostré una menor cantidad de colesterol en ambos tratamientos.

Un elemento de primordial importancia es la relacion de omega 6/ omega 3 que
en la presente observacion fue de 3.47 para LAB y 4.82 par SP ligeramente
dentro de los margenes menores a 5 mientras que el mismo sistema
silvopastoril al ser suplementado con concentrado comercial tiene una relacién
de 5.56 a 1 probablemente bloqueando el efecto benéfico del omega 3 vy el

promedio de las leches comerciales fue de 8.17 a 1 que es muy superior a los



limites que permitan una utilizacién benéfica para el humano.
DISCUSION:

El comportamiento en la ingestion y rumia ha sido ampliamente documentado,
si se tiene en cuenta la naturaleza de la dieta, en lo esencial, su alta madurez
vegetativa y forma fisica suministrada, aspectos que pudieron influir en el
llenado de los 6rganos y velocidad de degradacion de la materia seca en el

tracto digestivo (Van Soest, 1982).

Los PF han demostrado tener los elementos que permiten una mejor utilizacién
de las paredes celulares, debido a varios factores incluyendo la presencia de
una fuente de carbohidratos solubles para la formacién de energia de las
bacterias anaerobias, una proporcion adecuada de azufre para el
mantenimiento de las bacterias sulfor dependientes, fuentes de nitrégeno no
protéico para el crecimiento bacteriano, ademas de elementos de sobrepaso
como la harina de pescado que complementan el efecto benéfico del PF entre
otros (Galina et al., 2003).

Al analizar el medio ruminal, los valores de pH obtenidos con el uso de PF
(x6.9), aun cuando no existe un consenso unico del valor de pH donde se
optimice el funcionamiento ruminal, las cifras encontradas en la totalidad de los
tratamientos se mantienen entre los limites fisiolégicos de 6.0 y 7.2 (Elias,
1971; 1983; Calsamiglia et al., 2002, Krause y Oetzel, 2006), como valores
optimos para garantizar la digestion de la celulosa, y posibilitar incremento del
ritmo de crecimiento de los microorganismos celuliticos/hemiceluliticos, su
actividad enzimatica, y con ello, los productos de su metabolismo (Marrero,
2005).

Los valores de pH alcanzado con los PD tienen un efecto positivo que ejercen
los activadores microbianos al estimular el crecimiento bacteriano y contribuir al
mayor consumo de MS, fundamentalmente FDN (Puga et al., 2001a; 2001b;
2001c).

Castafieda et al., (2010) lograron resultados semejantes en el comportamiento



de cabras y ovinos, al constatar aumento de las concentraciones de AGVs a
partir de las 2 y 8 horas posteriores a la ingestion de alimento. A la vez, que
afirmaron alcanzar una correlacion negativa (r2= -0.454, P<0.01) entre el pH y
las concentraciones de estos acidos organicos. Un comportamiento analogo es
probable con el uso de FR/LAB en este nivel, indica que en el ecosistema mixto
ruminal, hubo de estar influenciado no solo por la concentracion de estos
acidos, sino también, por otros factores como la capacidad amortiguadora del
medio (Ramos y Antonio, 2009; Elias et al,. 2010). Como debid ocurrir en estos
tratamientos, producto del aumento de la masticacién y rumia, como se
evidencio anteriormente, lo que trae consigo una mayor produccion y
segregacion de saliva (Gutiérrez et al., 2012a; 2012b). La posibilidad de buferar
estas sustancias (carbonatos y fosfatos), ademas de la urea, y las cantidades
de AGVs, acético y lactico contenidos en LAB, y producidos en el rumen,
unidas a la estabilidad del pH, debieron mejorar sustancialmente la sintesis de

proteina microbiana (Elias, 1983), y con ello aumentar la respuesta animal.

Segun Smith (1975), a partir de las concentraciones AGVs, es posible estimar
la masa microbiana del rumen. Trabajos en Cuba determinaron el nivel optimo
de 6ml Kg PV-1 de LAB en la racién, para obtener una mayor produccion de
biomasa microbiana (Gutiérrez et al., 2012a; 2012b). Esto evidencia mejor
fermentacion ruminal y, como consecuencia, mayor degradacién de los forrajes
ricos en paredes celulares, masa microbiana, que se convierte en parte de la
digesta como proteina de sobrepaso de excelente composicion aminoacidica,

sale del rumen y se absorbe en el intestino delgado (Lépez, 2009).

Aunque existen numerosos estudios in-vivo que describen mejoras en la tasa
de degradacién de la MS en la dieta de vacunos que consumen basicamente
fibra, con la adicion de aditivos microbianos a partir de cultivos mixtos de
levaduras y lactobacilos, como los realizados por Flores (2000) al utilizar el 1%
de cepas de Lactobacillus plantarum en una dieta basica elaborada a partir de
concentrado y alfalfa, donde se obtuvieron mejoras en la degradabilidad, otros
estudios desarrollados por Castillo (2009), Galindo et al., (2001) y Marrero,
(2005), al evaluar un preparado microbiano de S. cerevisiae, relacionados con

las caracteristicas de la fermentacion ruminal en vacas alimentadas con dietas



fibrosas, encontraron un aumento de las bacterias viables totales y celuloliticas;
con el uso de LAB se mejor6 significativamente el contenido de acidos grasos
esenciales en la leche de los animales (Galina et al., 2009; 2012 y Elias et al.,
2010). Sin embargo, las diferencias encontradas en la ingestion de la MS y
FDN con la dieta de LAB con respecto al resto de los tratamientos en este
estudio, puede atribuirseles a efectos similar a los logrados anteriormente en
vacunos, y con ello, un incremento en la tasa de desaparicién del material

fibroso del rumen, similar a lo descrito por Galina et al., (2007b).

Gutiérrez et al., (2012a; 2012b) documentaron al respecto, que en la totalidad
de sus tratamientos con probidticos en los diferentes tiempos, durante la
cinética de incubacién, se observo que a pesar del alto contenido en fibra, se
encontraron niveles altos de degradacion de la MS; esto a pesar que con
anterioridad se habia observado que en forrajes fibrosos se tenia baja
digestibilidad, definidos como materiales de bajo valor nutritivo (Pérez-Infante,
2010), con altos niveles de FDN, cuyos efectos en la degradacién ruminal
habian sido discutidos por Vergara-Lopez Araujo-Febres (2006), quienes
aseveran encontrar una correlacion negativa del material fibroso con la
digestién ruminal. Aunque, segun Offer et al., (2003) la degradabilidad de la MS
en el rumen con materiales similares, oscilan en un rango entre el 20 y 55%;
por otro lado los resultados en digestibilidad de forrajes fibrosos en otros
trabajos utilizando FR fueron cercanos al 70% quizas por un mayor incremento
de la poblacion celulitica del rumen, con liberacion de la energia contenida en
las paredes celulares y la formacion basta de proteina microbiana (Puga et al.,
2004a; 2004b; 2004c; Ortiz et al,. 2007; Galina et al., 2009b).

Como afirmacién a lo anterior, los resultados de las regresiones de la
degradablilidad de la materia seca en relacion con el consumo de fibra en
detergente neutro (FDN 0.75), proteina bruta (PB 0.75) y la relacion de la FDN
con el nitrogeno total (FDN-NT-1) durante la cinética, en los tratamientos donde
se ha aplicado LAB dejan ver, que la degradabilidad de la materia seca
aumenta, mayormente, influenciada por el consumo de FDN, mas que por la

proteina (Gutiérrez et al., 2012a).



Los resultados con LAB en la racion, parecen indicar que se producen mayores
cambios en la actividad microbiana ruminal, lo que provoca aumento de la
capacidad fermentativa de carbohidratos estructurales, al degradar cadenas
carbonatadas complejas y liberar cadenas simples que se utilizaron por las
bacterias celuloliticas, como fuentes de energia para su crecimiento desde sus
inicios, unido a la contribucién que hiciera LAB de péptidos y aminoacidos
presentes en su proteina verdadera (Elias, 1983 y Galina et al., 2008a; 2008b;
2009b). Esto se demuestra durante el comportamiento cinético de la curva,
donde se observo fluido ruminal, desde los inicios de la cinética degradativa y

en su extension (Gutiérrez et al., 2012b).

Varios son los modelos que describen los procesos de digestién y pasaje in-
situ de los alimentos en el rumen. Estos modelos permiten predecir el valor
nutricional de los alimentos fibrosos utilizados. Para mejorar la precision de su
comportamiento, todos tienen como eje comun, el ajuste estadistico y bioldgico
de las variables de ingestion, digestibilidad y consumo (Leichtle y Cristian,
2005). Aun cuando es poca la informacion que se tiene de la aplicacién de
estos modelos con FR (Puga et al., 2001a; 2001b; 2001¢), mas cuando utilizan
aditivos microbianos como los empleados en este estudio, la digestibilidad con
LAB ha sido determinado por el modelo de @rskov y McDonald (1979) en
varios estudios (Gutiérrez et al., 2012a; 2012b; Galina et al., 2013).

En trabajos de Gutiérrez et al.,, (2012a; 2012b) utilizando probidticos, la
respuesta a las caracteristicas durante la cinética degradativa de la MS mostro
que para fraccion soluble (A) fue la misma en todos los tratamientos, debido
fundamentalmente a que el material fibroso incubado era el mismo (heno de B.
brizantha). Indicador que se estim6é a partir del material perdido durante el
lavado de la bolsa, a la hora cero, sin incubacién ruminal. Al respecto, se
pudiera argumentar que los valores de la degradacion potencial (A+B)
estuvieron determinados, basicamente, por la fraccién insoluble, pero
degradable (B). Esta fraccién, segun Ortiz-Rubio et al., (2007) en trabajos
desarrollados con gramineas, expresa el tiempo de permanencia de este tipo
de alimento en el rumen, y esta relacionado con el tiempo de adaptacion y

colonizacién de los microorganismos para degradar esta fraccién. A la vez, que



se presenta una alta velocidad de degradacién (c), de la fraccion insoluble (B)
con valores de 2.9 h-1, de igual manera, el mayor valor de la degradabilidad
efectiva (DE) de la fraccion potencialmete degradable estuvo determinado por
la menor tasa de recambio ruminal (2%h). En esta ultima se aprecia con el
aumento de la tasa de recambio ruminal, disminuye la degradacion efectiva.
Esto reafirma la importancia de utilizar la degradacion efectiva y no la potencial,
para el calculo de la dieta, segun lo planteado por Leichtle y Cristian (2005).

De acuerdo a lo anterior, los parametros calculados para la utilizacion de
probidticos en un volumen de 6ml kg PV-1 con respecto al resto, podrian estar
asociados a los resultados positivos obtenidos en la degradabilidad de MS y su
velocidad de degradacion (Gutiérrez et al.,, 2001a; 2001b). Esto se pudiera
reflejar con el menor tiempo de retencion del alimento en ell rumen. A lo que se
podria argumentar, que la degradacion de la MS en gramineas tropicales de
mediana a baja calidad, se relaciona, en general, con la composicion de
paredes celulares y el bajo contenido de nitrégeno, factores que afectan
negativamente el mejoramiento de la digestion ruminal de los nutrientes
presentes en los forrajes (Ramirez et al., 2002 y Ku Vera, 2010), tal como
ocurrié en este experimento. Esto podria variar, si la calidad del forraje fuera
mayor o si se administra continuamente como estimulante de la celulolisis
ruminal, mediante un aditivo microbiano a partir de levaduras y Lactobacillus,
sin interrupcion, y durante un tiempo prolongado a la racion (Elias, 1983; Elias

et al., 2008; 2010) como el empleado en este estudio.

Lo que demuestra que mejorar y estabilizar las condiciones del ecosistema
ruminal es prioritario para el desarrollo de microorganismos fibloliticos como
agentes deslignificantes, particularmente los Lactobacilos (Elias, 1983 y Galina
et al., 2010), pudo ser, no solo una funcién directa del sustrato que llegé al
rumen, de su composicion y balance, sino también de un efecto sincronizado y
de sinergia de utilizacion del sustrato por los microorganismos y el manejo de
la racion (Marrero, 2005; Gutiérrez, 2005 y Elias et al., 2010).

En lo que respecta a la calidad de producto el contenido minimo de acidos
grasos saturados (AGS) se observo en la leche procedente de los animales en

pastoreo, siendo significativamente superior cuando se agregé el probidticos,



es reconocido en la literatura que un menor contenido de AGS parece
favorecer la salud humana, debido a la informacién acumulada sobre el efecto
de bloqueo de los vasos sanguineos, en las enfermedades coronarias (Pfeuffer
y Schrezenmeir., 2000). Los resultados del presente trabajo permiten suponer
que el sistema de alimentacion, en general y en especifico el pastoreo libre en
un ambiente silvopastoril, permite que cada vaca, particularmente en la
diversidad de forrajes, formar una dieta de acuerdo a sus propias necesidades,
que tienen un efecto sobre las caracteristicas nutricionales en la leche,
favorable a la salud. El mayor contenido de acidos grasos trans, estuvieron
presentes en la leche de pastoreo. Hasta hace poco un efecto negativo de los
acidos grasos tans en la salud fueron considerados similares a los
documentados para los acidos grasos saturados (Secchiari. 2008). Los efectos
negativos de los acidos grasos trans en patologias coronarias y citotoxicidad,
se determino a partir de observaciones sobre el metabolismo de los acidos
grasos hidrogenados, producidos durante la manufactura de alimentos
industriales. Los trans derivados de los procesos de biohidrogenacién ruminal,
como los producidos por el rumen, han mostrado en cambio, efectos positivos
sobre la salud humana (Wencelova et al.,, 2015). En el presente trabajo se
observo, de hecho, para la mayoria de los C18:1 trans vaccénicos. Esto ultimo,
a través de la accion de la 9 desaturacion, donde se metaboliza en C18:2 11-
trans 9cis que representa uno de los precursores mas importantes del ALC
benéfico (Castillo et al., 2013). Por lo tanto, a la luz de este conocimiento
relativamente novedoso, el papel de los acidos grasos trans en el sistema de
alimentacion de los rumiantes en pastoreo libre, tienen que ser revaluados en
el marco de producir una “mejor” leche desde el punto de vista de la salud del
consumidor. Fendmeno que en México, es una gran preocupacién. Debido a
que una parte significativa de la poblacién sufre de obesidad o sobrepeso, que
se traduce en las enfermedades cronico degenerativas, particularmente los

transtornos coronarios (Galina et al., 2008a; 2008b).

Particularmente en efecto benéfico de los acidos poliinsaturados omega 3 y
omega 6 ha sido abundantemente documentados recientemente (Colavilla et
al., 2014; Rubino, 2014).



Estudios ultimos han demostrado la importancia de mantener una relacion
menor a 5:1 entre omega 6 y el omega 3 ya que concentraciones superiores
bloquean los efectos benéficos del omega 3, siendo contraproducentes a la
salud (Colavilla et al., 2014), solamente LAB con 3.48 y SP con 4.79
cumplieron con este parametro mientras que el pastoreo suplementado con
concentrados comerciales supera ligeramente esta frontera (5.54) y el
promedio de 8 leches comerciales fue de 8.40 lo que significaria que el poco
omega 3 contenido, no tendria ningun efecto sobre la salud por ser bloqueado
por el omega 6 (Simopoulos, 2002; Strandvik, 2011). Incluso a pesar de las
diferencias que se demostraron entre los dos sistemas, los valores de ALC y la
relacion de omega 3/omega 6 fueron favorables para ambos sistemas, lo que
permite demostrar la importancia de la biohidrogenacion en la produccion de la
leche, BH que se disminuye con el uso de las bacterias lacticas. Las
diferencias significativas en el perfil de acidos grasos benéficos entre las leches
de pastoreo o estabulacion con la adicibn de un suplemento de bacterias
lacticas comparados con la leche comercial, demuestra la importancia de la
biohidrogenacién en el metabolismo ruminal, para la calidad de la leche, en

relacion a la salud del consumidor (Galina et al., 2013).

La suplementacion con probidticos de bacterias lacticas (LAB) puede
probablemente disminuir la biohidrogenacién (BH) ruminal, fenédmeno que se
traduce en una saturacion de los AGNS, abundantes en las plantas, para ello
suplementamos con LAB que no BH, aunado a que no son bacterias
metanogénicas, permite no solamente mejorar el perfil de AGV, sino disminuye
la contaminacion ambiental (Galina et al., 2012; 2013). Los resultados sobre
BH con LAB fueron similares a los obtenidos en dietas suplementadas con
acidos organicos o plantas de aceites (Wencelova et al., 2015) lo que permite
suponer que las bacterias lacticas tienen una forma de fermentacién ruminal
que permite tener un efecto similar, que se traduce en una mejor calidad de
leche (Galina et al., 2012). Para ello se han realizado varias observaciones
comparando sistema de alimentacion en estabulacion o pastoreo con o sin el
uso de suplementos de bacterias lacticas. Las diferencias significativas en el
perfil de acidos grasos esenciales entre las leches de pastoreo con la adicion

de un suplemento de bacterias lacticas comparados con la leche comercial,



demostraron la importancia de la BH en el metabolismo ruminal, para la calidad
de la leche, en relacion a la salud del consumidor, desde luego los animales en
sistema silvopastoril con suplementacién de PF y probidticos, fueron las que
significativamente produjeron una leche de mejor calidad, comparadas con las
de pastoreo sin probidticos o las de estabulacién con o sin probidticos (Galina
et al., 2013).

CONCLUSIONES:

Los resultados han demostrado que los dos sistemas de alimentacion en
silvopastoril, incluso si ambos se componen principalmente de forrajes frescos
verdes, mejoran la calidad del lacteo probablemente debido a un aumento de
AGNS de la dieta.

No obstante que por la disminucién de BH utilizando LAB se produce una leche
de mayor calidad, pues en su perfil de acidos grasos esenciales, se observé
una diferencia significativa favorable aun comparandola con el SP (P<0.05), lo
que significd una caida de BH producto de la flora lactica, que se disminuye
cuando existe un substrato de mayor diversidad de forrajes, como fue el caso

de los animales en LAB.
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