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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la alimentaciéon a los
47+12 dias posparto (DPP) en vacas sometidas a un sistema mixto, basado en el
uso de dieta totalmente mezclada (DTM) y distintas estrategias de pastoreo vs. DTM
exclusivamente sobre el perfil de &cidos grasos (AG) en leche. Se seleccionaron
vacas Holstein multiparas (n= 27) que fueron bloqueadas acorde a la fecha probable
de parto, paridad y condicién corporal y asignadas a tres manejos nutricionales
desde el parto por 60 DPP: alimentacion ad libitum con DTM exclusivamente (GO;
n=9), DTM y 6 h de acceso al pastoreo en una sesion (G1; n=10) o DTM y 9 h de
acceso al pastoreo en dos sesiones (G2; n=8). Los tres tratamientos accedieron a la
misma oferta de materia seca (MS) diaria, lo que difirié fue la fuente (DTM+-pastoreo
vs. DTM); para los grupos G1 y G2 la dieta ofrecida fue 50% de la pastura y 50%
DTM vy difirieron Gnicamente en el tiempo de pastoreo (6 vs. 9 h). El perfil de AG se
determind en leche a los 47+12 DPP por un cromatografo gaseoso conectado a un
espectrometro de masa. La produccion de leche y grasa no fue diferente entre los
tratamientos. La fraccion de AG de novo en la grasa lactea fue mayor para los
grupos GO y G1 que para el grupo G2 (p= 0.004). La fraccion de AG preformados fue
mayor (27%) para el grupo G2 que para GO (p= 0.045), mientras que no se
encontraron diferencias entre estos y el grupo G1. El contenido de acido estearico
(C18:0) fue un 30% mayor en G2 que en GO y G1 (p= 0.009). No hubieron
diferencias en el contenido de acido linoleico conjugado (CLA; p= 0.12), mientras
gue su precursor, el acido trans-vaccénico (C18:1trans) fue el doble en los
tratamientos pastoriles que en GO (p < 0.001). La fraccion de AG omega-3 fue mayor
para los grupos que incluyeron pastura que para GO (p= 0.005), mientras que la
fraccion omega-6 fue superior en el grupo GO que en G1 y G2 (p < 0.001). Esto
genero que la relacion n6/n3 fuera casi tres veces mayor en el grupo GO que en los
tratamientos pastoriles (p < 0.001). Ofertando un 50% de la dieta a partir de
pasturas desde el inicio de la lactancia, se logré modificar el perfil de AG de la leche,
incrementandose aquellas fracciones que son de interés para la salud humana. A su
vez, el incremento en el consumo de pasto mediante un aumento en las horas de
pastoreo modificé el perfil de AG mejorando aun mas desde un punto de vista
saludable.



SUMMARY

The objective of this study was study the effect of nutrition at 47+12 days postpartum
(DPP) in dairy cows under a mixed system, based on the use of total mixed rations
(TMR) and different strategies of grazing vs. TMR exclusively on the fatty acid (FA)
profile in milk. Multiparous Holstein (n= 27) were selected and blocked according to
expected calving date, parity and body condition score and assigned to three
different nutritional strategies from calving to 60 DPP: accessed to a TMR ad libitum
(GO), TMR and 6h of access time to pasture in one grazing session (G1) or TMR and
9h of access time to pasture in two sessions (G2). The three treatments GO, G1 and
G2 accessed daily to the same offer of total DM differing on the diet source (TMR +
pasture vs. TMR): GO accessed to a TMR ad libitum, G1 and G2 accessed daily to
50% of the DM offered as pasture and 50% as TMR, differing only on the access
time to paddocks (6 vs. 9 h per day). Milk FA profile at 47+12 DPP was quantified
using a gas chromatograph connected to a mass spectrometer. Milk and fat
production did not differ between treatments. De novo FA in milk fat were greater for
GO and G1 than G2 cows. Preformed FA in milk fat at 47+12 DIM were greater
(+27%) for G2 than GO cows (p < 0.05), while no differences between these groups
and G1 were found. Stearic acid (C18:0) was 30% greater for G2 than both, GO and
G1 cows. Conjugated linoleic acid (CLA) contents in milk did not differ (p < 0.12),
while vaccenic acid (C18:1) was 2-fold greater for grazing treatments than GO cows
(p < 0.001). Linolenic acid [C18:3(n-3)] was greatest for G2 cows and lowest for GO
cows (p < 0.001). In contrast, n-6 FA were greater for GO than grazing cows, mainly
due to linoleic acid [18:2cis(n-6)]. These results determined that n-6/n-3 FA ratio in
milk was almost three times greater for GO than G1 and G2 cows (p < 0.001).
Offering a 50% of the diet from pasture from the start of lactation, allowed modify the
milk FA profile, increasing fractions of specific interest for human health. At the same
time, increasing the time of access to pasture modified the milk FA profile improving
even more from a healthy point of view.



INTRODUCCION

a) Lalecheria en Uruguay

La lecheria uruguaya ha crecido a un ritmo sostenido durante las tres décadas
anteriores. El 70% de la leche producida en Uruguay es exportada, siendo la leche
en polvo y queso los productos con mas venta (70% y 20% respectivamente; DIEA,
2016). Esto transforma a nuestro pais en un exportador de lacteos y por lo tanto la
cantidad y calidad de sus solidos son fundamentales a la hora de competir con otros
sistemas.

En la ultima década crecio en torno al 30%, con tasas anuales en los ultimos afios
del 7% (DIEA, 2016). Este marcado incremento se explica por un aumento
productivo a nivel individual (litros producidos por vaca) y en menor medida por un
incremento en la carga animal (Chilibroste et al., 2012). Esta tendencia ha generado
gue en las Ultimas dos décadas la remisién a plantas procesadoras de leche haya
aumentado un 50%. A su vez, en el mismo periodo de tiempo, el area destinada a la
lecheria ha disminuido cerca del 60% y el nUmero de productores remitentes en un
15% (DIEA, 2016). Esta marcada intensificacion de la lecheria, ha sido acompafiada
con cambios en la alimentacion del ganado, con una mayor utilizacion de
concentrados y de reservas forrajeras (ensilados y fardos; DIEA, 2016), mientras
gue el pastoreo directo ha disminuido. No obstante, la participacion del pastoreo en
los sistemas de produccion de leche uruguayos sigue siendo clave para su
competitividad (Chilibroste et al., 2011).

Uruguay presenta uno de los costos de produccion de leche mas bajos a nivel
internacional, explicado mayoritariamente por su base pastoril (Chilibroste, 2011). El
uso de pasturas como base nutricional del ganado lechero ha sido cuestionado, ya
gue el consumo de materia seca se ve limitado y por lo tanto los animales no logran
expresar su potencial genético (Kolver y Muller, 1998; Chilibroste et al., 2012). Se ha
reportado que la produccion de leche en sistemas basados en dieta totalmente
mezclada (DTM), es mayor que en aquellos exclusivamente pastoriles (Bargo et al.,
2002). En los sistemas de produccién uruguayos se ha reportado un desequilibrio
entre los aportes y requerimientos de nutrientes debido a la estacionalidad de la
produccion de pasto y los partos del rodeo (Chilibroste et al., 2002; Naya et al.,
2002; Chilibroste et al., 2011). Frente a esta problematica, se han llevado a cabo
algunos trabajos en nuestro pais donde se ha evaluado la suplementacion con DTM,
principalmente en lactancia temprana. Estos trabajos han reportado mejoras
productivas que varian entre un 5% y un 24% (Acosta et al., 2010; Meikle et al.,
2012; Fajardo et al., 2012).

Si bien se ha reportado de forma sélida el impacto de la inclusion de DTM en
sistemas pastoriles en términos productivos, no hemos encontrado informacién en
cuanto al efecto del uso de estrategias de alimentacibn mixtas y/o tiempo de
pastoreo sobre el perfil de AG en leche.



b) Calidad de la leche

La leche es un alimento de gran consumo e histéricamente la industria lactea se ha
focalizado en la valorizacion e innovacion de productos por las propiedades de
algunos componentes lacteos en la promocion de aspectos saludables de la leche
(Bauman et al., 2006). Generalizando, la investigacion nacional respecto a calidad
composicional de leche se ha limitado a los términos porcentuales de los grandes
componentes (proteina y grasa), siendo escasa la informacion generada en cuanto
al perfil de AG en la leche (Artegoitia et al., 2013; Mendoza et al., 2016). En el
mercado uruguayo, actualmente existen productos fortificados con algunos de estos
componentes pero el proceso de produccion es netamente industrial. Cabe destacar
gue aquellas estrategias donde se usa el agregado de alguna sustancia, van en
contra de la imagen de “Uruguay Natural” (decreto N° 328029) y deja de lado el
potencial que tienen los sistemas pastoriles dentro de este marco. A nivel mundial
existe una creciente demanda de alimentos organicos, siendo la inclusion de pasto
en la alimentacion de los animales un punto valorado en estos sistemas (Schwendel
et al., 2015). En Estados Unidos este mercado ha mostrado un crecimiento anual de
un 15 a un 21% desde 1997 al 2007 (Croissant et al., 2007).

Generar informacion respecto de como se afecta la calidad de leche es de gran
interés tanto para la salud de los consumidores asi como para el posicionamiento de
Uruguay como pais exportador de lacteos frente a un mercado internacional
competitivo y fluctuante. En este encuadre productivo, es necesario determinar cOmo
afecta el modelo de intensificacion de la lecheria nacional a la calidad del producto.

c) Acidos grasos de interés especifico

La leche posee ciertos compuestos denominados “bioactivos”, los cuales presentan
propiedades nutracéuticas (i.g. beneficios para la salud del consumidor mas alla de
lo nutricional). Tal es el caso de los AG poliinsaturados (PUFA), CLA y los AG
omega-3. A estos se les ha atribuido propiedades como anti cancerigeno,
antihipertensivo, fortalecedor del sistema inmune, efecto antidiabético, mejorador de
la mineralizacion 6sea, preventivos de enfermedades cardiovasculares y también por
poseer efectos positivos frente a la enfermedad de Alzheimer y la artritis
reumatoidea (Bauman et al., 2006; Markiewicz-Keszycka et al., 2013; Bimbo et al.,
2017). La dosis diaria recomendada de CLA para tales efectos es aproximadamente
entre 3 y 5g/d (McGuire y McGuire, 2000; Pariza, 2004; Whigham et al., 2007),
mientras que la relacibn omega-6/omega-3 éptima para la salud es 4/1 (Simopoulos,
2008).

Por otro lado, la grasa lactea presenta una importante cantidad de AG saturados
(SFA; 70% aproximadamente), lo que poblacionalmente, se asocia con el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares. Con respecto a esto Bauman et al. (2006) han
sefalado que los SFA de la leche difieren en sus propiedades y muchos de ellos no



presentan efectos negativos sobre la salud del consumidor. Los AG de cadena corta
como el butirico (C4:0), caprilico (C8:0) y caproico (C10:0) presentan actividades
benéficas, como anti cancerigena, antiviral y antibacteriana (Bauman et al., 2006).
Los AG laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0), son los contraindicados
desde un punto de vista de la salud humana ya que incrementan las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), y disminuyen las lipoproteinas de alta densidad (HDL) en el
consumidor, generando un factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares
(Haug et al., 2007). Los AG con configuracion trans también han sido asociados a
afecciones cardiacas, ya que incrementan las LDL a nivel sanguineo (Haug et al.,
2007). Sin embargo, en el caso de la leche la fraccion trans estd representada
mayoritariamente por el C18:1ltrans-11, el cual no presenta efectos adversos, e
incluso algunos autores lo han categorizado como beneficioso para la salud humana
(Jutzeler van Wijlen y Colombani, 2010).

Los sistemas de produccién de base pastoril 0 que incorporan pasturas en la
alimentacion, han sido relacionados con la obtencion de leche con perfiles de AG
beneficiosos para la salud del consumidor. Algunos estudios demuestran que la
utilizacion de pasto en la dieta de los animales incrementa las concentraciones de
CLA, PUFA (Schroeder et al., 2003; Couvreur et al., 2006; Croissant et al., 2007) y la
fraccion de AG omega-3 (Morales-Almaraz et al., 2010). En este sentido, Mendoza
et al. (2016) y Pastorini (2016) reportaron que la utilizacion de DTM y pasto cortado
(frente a DTM exclusivamente) mejoré el perfil de AG desde un punto de vista de la
salud humana.

En Uruguay la calidad de leche (por la que se paga al productor a nivel primario)
esta definida por el porcentaje de los principales componentes (grasa y proteina) y
por su aspecto higiénico-sanitario (recuento bacteriano y de células somaticas). No
existe a nivel primario un sistema de trabajo que persiga la maximizacion de
compuestos nutracéuticos en forma natural o que bonifique a los productores por el
uso del pastoreo, tal como sucede actualmente en algunas partes de mundo (The
Global Dairy, 2015). A su vez, la base pastoril que presenta la lecheria uruguaya,
constituye un potencial para la obtencion de leche de mejor calidad para la salud
humana.

d) Composicion de laleche

Segun el Reglamento Bromatolégico Nacional (Dec. 315/994) se entiende por leche
al producto de la secrecion mamaria natural de vacas lecheras, obtenido por uno o
varios ordefios sin la adicion o sustraccién alguna. El ordefio debe ser total e
ininterrumpido, de animales sanos, adecuadamente nutridos y no fatigados. La
recoleccion debe ser higiénica y sin la presencia de calostro.

La leche es un liquido secretado por la glandula mamaria de las hembras de los
mamiferos luego del nacimiento de la cria, la cual presenta una composicion
compleja. El agua es el componente mayoritario (87%) de la leche, dando soporte
fisico a los demas componentes y define su estado liquido. El principal carbohidrato
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de la leche es la lactosa, su principal origen esta en la glucosa sanguinea; el tejido
mamario la isomeriza a D- galactosa y la liga a un resto de glucosa mediante un
enlace beta-1,4 glicosidico, el cual une el grupo aldehidico de la galactosa con el
grupo C-4 de la glucosa (Forsyth, 1989). La lactosa es el componente responsable
del 50% de la presion osmoética de la leche y esta propiedad define el volumen
producido (Cant et al.,, 2002). Ademas, la leche contiene trazas de otros
carbohidratos los cuales no son polisacaridos. También se encuentran compuestos
como las hexosaminas y el acido N-acetilneuraminico los cuales estan unidos a
proteinas y cerebrosidos. Las caseinas representan el 80% del total de las proteinas
de la leche, mientras que las proteinas del lactosuero un 20%. Dentro de este ultimo
grupo las mas abundantes son las albuminas y globulinas (Walstra et al., 2001). Los
minerales principales son potasio, sodio, calcio, magnesio, cloro y fosfato. A su vez
en menor medida se encuentran trazas de yodo, cobre, zinc y manganeso. Dentro
de los &cidos orgéanicos el citrato y el acetato son los mas abundantes. La leche
presenta enzimas, muchas de las cuales son sintetizadas en la glandula mamaria.
Ademas, se pueden hallar enzimas de origen microbiano como las proteinasas y
lipasas. Otras enzimas con actividad en la leche son la lizosima, fosfatasa y
lactoperoxidasa. Las vitaminas mas abundantes son el acido ascorbico, riboflavina,
tocoferoles y niacina. La leche también contiene gases disueltos, como el anhidrido
carbonico, nitrégeno y oxigeno (Alais, 1985).

La materia grasa de la leche se dispone en forma de pequefias gotas de grasa
(gldbulos de grasa) en forma de emulsion en agua. Los lipidos son ésteres de AG
solubles en solventes organicos no polares e insolubles en agua. Un AG es una
molécula formada por una cadena hidrocarbonada lineal en cuyos extremos hay un
grupo carboxilo y un grupo metilo. En la leche bovina los AG mas abundantes son el
C14:0, C16:0, C18:0 y oleico (C18:1 cis; Tabla 1). Aproximadamente el 98% de la
grasa de la leche es una mezcla de triacilglicéridos (TAG), los cuales estan formados
por una molécula de glicerol y tres AG. También se encuentran disueltos otros
lipidos, algunos en cantidades trazas y en su mayoria formando parte del globulo
graso como los fosfolipidos.

Los AG pueden clasificarse de diferentes maneras. Una de ellas es por el largo de la
cadena carbonada; los que presentan entre 4 a 12 carbonos son de cadena corta,
entre 14 a 16 son de cadena media y los que poseen entre 18 a 22 atomos de
carbono son de cadena larga (Chilliard et al., 2000). Por el niumero de dobles
enlaces o por el grado de insaturacion; aquellos que no presentan dobles enlaces
(saturados) o los que presentan dobles enlaces (insaturados). Estos ultimos se
pueden clasificar en monoinsaturados (un doble enlace) y poliinsaturados (mas de 2
dobles enlaces). Para denominar a los AG se comienza con el numero total de
carbonos seguido por dos puntos y la cantidad de dobles enlaces conjuntamente con
el niamero del carbono que contiene el primer doble enlace contando a partir del
extremo carboxilo. Dependiendo del lugar donde se encuentre el primer doble enlace
con respecto al carbono que contiene el grupo metilo, los AG se pueden clasificar
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en omega-3, 6 y 9. Cada uno de los dobles enlaces puede configurarse en una
posicion cis o trans; en la cis el AG tiene los atomos de hidrégeno en el mismo lado
del doble enlace, mientras que en la configuracion trans se sitian en lados
diferentes (Walstra et al., 2001).

Tabla 1. Perfil de &cidos grasos (Media y EEM en la leche bovina). Adaptado de
Moate et al. (2007).

Acidos grasos (g/100g) Media (g/100g) EEM
C4:.0 3.13 0.68
C6:0 1.94 0.52
C8:0 1.17 0.35
C10:0 2.48 0.73
C12:0 2.99 0.85
C14:0 10.38 1.71
Cl14:1 1.08 0.36
C15:0 1.05 0.33
Ci16:0 25.18 4,98
Cl6:1 1.73 0.63
C17:0 0.73 0.35
C18:0 10.51 3.59
C18:1cis 20.5 5.35
C18:1trans 4.25 2.63
C18:2cis(n-6) 3.11 2.13
C18:2 CLA 1.03 0.66
C18:3(n-3) 0.59 0.36
C20:5 0.1 0.11
C22:6 0.07 0.07
Saturados 58.83 16.89
Monoinsaturados 27.56 8.97
Poliinsaturados 4.9 3.33

CLA: Acido linoleico conjugado
EEM: Error estandar de la media

e) Sintesis de la grasa lactea

Los AG encontrados en la leche son originados de 4 formas o vias distintas:
dietarios, generados en el rumen, liberados de reservas corporales y sintetizados de
novo en la glandula mamaria.

Los AG dietarios o pertenecientes a la dieta son aquellos que ingresan al organismo
y no sufren transformaciones a nivel ruminal (Bauman y Grinarii, 2001). Los mismos
son absorbidos a nivel intestinal y transportados como TAG en complejos de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y captados por el tejido mamario
mediante la accion de la enzima lipasa lipoproteica. El &cido linoleico (C18:2) y
linolénico (C18:3) son los mayoritarios en la dieta de la vaca lechera. El C18:2 esta
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presente en ensilajes y granos de cereales mayoritariamente, mientras que el C18:3
es mucho méas abundante en forrajes (Palmquist, 1991). Chilliard et al. (2000) han
sefialado que el 8% del C18:2 y el 20% del C18:3 pasan hacia el intestino sin sufrir
modificaciones a nivel ruminal siendo absorbidos como tales en la glandula
mamaria.

Sin embargo, la gran mayoria de los AG ingeridos son modificados a nivel ruminal
mediante un proceso denominado biohidrogenacion o degradacién bacteriana. Este
mecanismo transforma los AG insaturados (UFA) provenientes de la dieta a SFA.
Palmquist et al. (2005) han sugerido que esta transformacion se origina para eliminar
el efecto toxico de los UFA sobre el crecimiento bacteriano. Previo a la
biohidrogenacién los TAG, glicolipidos y fosfolipidos que ingresan al rumen, sufren
una hidrdlisis de sus enlaces ésteres (lipdlisis), por medio de las lipasas bacterianas
principalmente (Chilliard et al., 2000). Harrfot et al. (1973) han reportado a este
fendmeno como el factor limitante de la biohidrogenacion. Anaerovibrio lippolytica es
la bacteria ruminal con mas actividad lipolitica sobre los TAG, mientras que
Butyrivibrio fibrisolvens tiene actividad frente a los fosfolipidos y glicolipidos (Harrfot
y Harzlewood, 1988). Se han descripto otros géneros bacterianos, enzimas lipoliticas
de protozoarios ruminales, enzimas provenientes de la saliva de los animales y de
las propias plantas que contribuyen al proceso lipolitico (Palmquist et al., 2005).

Kemp y Lander (1984) agruparon los microorganismos ruminales en dos grupos, Ay
B, dependiendo de las reacciones y productos que ellos generan. El proceso de
biohidrogenacion comienza con la isomerizacion de los principales PUFA presentes
en la dieta, el C18:2 y C18:3. Las modificaciones ruminales que estos sufren
(isomerizacion e hidrogenacién) son presentadas en las Figuras 1y 2.
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C18:2 cis-9, cis-12
Acido linoleico

Isomerizacion (Grupo A)

v

C18:2 cis-9, trans-11 (CLA)

Hidrogenacion (Grupo A)

v

C18:1 trans-11
Acido trans-vaccénico

Hidrogenacion (Grupo B)

C18:0
Acido estearico

Figura 1. Biohidrogenacion ruminal del &cido linoleico. Adaptado de Palmquist et al.
(2005).

Tanto el C18:2 como el C18:3 sufren procesos de isomerizacion e hidrogenacion en
el rumen que generan los cambios hasta el producto final, el SFA C18:0. Es
importante destacar que en este proceso, el paso que ocurre a menor velocidad es
la hidrogenacion del C18:1 que lo transforma a C18:0 y es por esta razon que el
primero se acumula en el rumen. Este llega al duodeno, donde es absorbido
(Chilliard et al., 2000). A su vez y dado que el proceso de biohidrogenaciéon no es
completo en ninguno de sus niveles, existe salida de los compuestos intermedios,
tales como el CLA y el Cl18:1trans (Palmquist et al., 2005). Solo el 10% del
contenido total de CLA en leche deriva del rumen y sus procesos de
biohidrogenacion incompletos, el restante 90%, es sintetizado en la glandula
mamaria (Kay et al., 2004) a partir del C18:1trans mediante la actividad de la A9
desaturasa (Figura 3). Esta enzima tiene mayor actividad sobre el C18:0 y en
segundo lugar por el C18:1, presentando poca actividad por aquellos acidos grasos
< C16:0. Esto explica la gran proporcion de SFA de cadena corta y media presentes
en la leche (Chilliard et al., 2000; Corl et al., 2001).
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C18:3 cis-9, cis-12, cis-15
Acido linolénico

Isomerizacién Grupo Ay B

C18:3 cis-9, trans-11, cis-15

Hidrogenacién Grupo Ay B

C18:2 trans-11, cis-15

4/\>

Hidrogenacion Grupo B Hidrogenacion Grupo A
C18:2 trans-15y cis-15 C18:1 trans-11 (Acido trans-vaccénico)

Hidrogenacion Grupo B

C18:0 (Acido esteérico)

Figura 2. Biohidrogenacion ruminal del acido linolénico. Adaptado de Palmquist et
al. (2005).

La grasa o tejido adiposo es una forma de tejido conjuntivo especializado en el
almacenamiento de lipidos, principalmente en forma de TAG, y representa el
principal reservorio de energia. Segun Rukkwuamsuk et al. (2000) el C16:0, C18:0y
C18:1cis son los AG mas abundantes en las reservas grasas de los rumiantes. En
periodos con déficit energético como ocurre en el posparto (Nielsen y Jakobsen,
1994), se produce una lipdlisis (o hidrdlisis) de los TAG de las reservas corporales,
estimulada por hormonas catabodlicas. Esto conduce a una liberaciéon de AG no
esterificados (NEFA) y glicerol al torrente sanguineo, los cuales son utilizados para
cubrir necesidades energéticas (Palmquist et al., 1993). Estos compuestos son
captados por la glandula mamaria y secretados en leche (Rukkwuamsuk et al.,
2000).
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RUMEN GLANDULA MAMARIA

C18:2 cis-9, cis-12 » C18:2 cis-9, cis-12

C18:2 cis-9, trans-11 (CLA) ——— »  (C18:2cis-9, trans-11 (CLA)

A 9desaturasa

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

v

A 9desaturasa

C18:0 » C18:1 — » (C18:1 cis-9

Figura 3. Rol de la A9 desaturasa en la sintesis de C18:2 cis-9, trans-11 (CLA) en la
glandula mamaria. Adaptado de Bauman y Griinari (2003).

En los rumiantes el acetato y el beta-hidroxibutirato son las fuentes de carbono
primarias utilizadas en la sintesis de AG de novo en la glandula mamaria. Estos
derivan de la fermentacion ruminal de carbohidratos y proteinas (Jenkins, 1993). En
el tejido mamario, mediante la actividad de la acetil-CoA sintasa, el acetato es
convertido a acetil-CoA, principal sustrato para la sintesis de AG. Posteriormente, el
acetil-CoA es transformado a malonil-CoA por la actividad de la acetil-CoA
carboxilasa (ACC). Por ultimo el malonil-CoA es condensado con otra molécula de
acetil-CoA o butiril-CoA por medio de la AG sintasa (FAS) para iniciar la formacion
de los AG. El glicerol necesario para la esterificacion de los AG, llega como tal a la
glandula mamaria o puede derivar de la glucosa sanguinea. En el citoplasma del
lactocito se da origen a todos los AG de cadena corta y aproximadamente el 50% de
los de cadena media (Bauman y Griinari, 2001).

f) Factores que influyen en el perfil de &cidos grasos
l.  Genética

La mejora genética constituye uno de los pilares basicos en la produccion animal. En
lecheria ha sido fuertemente utilizada para incrementar no solo la produccién sino
también el contenido graso de la leche. Sin embargo, esto genera un perfil de AG
particular. Karijord et al. (1982) informaron una correlacién genética positiva entre las
proporciones de AG de cadena corta y media (C4:0-C16:0) y la cantidad de grasa de
la leche, mientras que la correlacién fue negativa para los AG de cadena larga. Mas
alla de la seleccion genética existen diferencias naturales entre razas en cuanto al
perfil de AG. Palmquist et al. (1993) reportaron que en la raza Jersey la proporcion
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de AG de cadena corta es de 8% a 42% mayor que en la raza Holstein
independientemente de la dieta. La cantidad de C18:0 fue un 13% mayor en Jersey,
mientras que el C18:1 se encuentra en mayor cantidad en vacas Holstein (Palmquist
et al., 1993).

[I.  Momento de la Lactancia

El balance energético negativo que presentan los animales al inicio de la lactancia
genera una movilizacion de las reservas corporales, lo que incorpora AG de cadena
larga a la grasa lactea. Conjuntamente, la incorporacion de estos tiene un efecto
inhibitorio sobre la sintesis de AG de novo en la glandula mamaria (Chilliard et al.,
2000). El incremento de los AG de cadena corta y media se inicia aproximadamente
entre la cuarta y sexta semana posterior al parto cuando decrece la movilizacion de
reservas y alcanza su maximo en la octava semana de lactacion (Palmquist et al.,
1993).

[1l.  Alimentacion

a. Estudios en estabulacion con diferentes suplementos

Dhiman et al. (2000) estudiaron el uso de aceites vegetales como suplemento en la
dieta de los animales. Principalmente productos con concentraciones elevadas de
C18:2 y C18:3, tales como el aceite de soja y el aceite de linaza. Estos autores
concluyeron que la utilizacion de este tipo de suplementos genera una menor
produccion de grasa en la leche, pero incrementa el contenido de CLA, generando
un perfil de AG beneficioso para la salud humana. Investigaciones posteriores por
parte de Chouinard et al. (2001) y Loor et al. (2005) demostraron hallazgos similares,
en donde la utilizacion de aceite de linaza increment6é el contenido de CLA en la
leche. Gao et al. (2009) suplementando, reportaron nuevamente un incremento de
CLA, conjuntamente con un aumento de AG monoinsaturados (MUFA), PUFA y AG
omega-3. El aceite de pescado presenta gran cantidad de UFA, principalmente en
C18:1, C18:2, C18:3 y AG omega-3. Su uso en conjunto con semillas de girasol y
lino acentla las concentraciones de CLA en la leche, debido principalmente a un
incremento de C18:1trans en el rumen. La incorporacion de aceite de pescado no
afecta la produccion de leche, aunque la cantidad de grasa en la misma se ve
disminuida (Donovan et al., 2000; Chouinard et al., 2001; AbuGhazaleh et al., 2003).

Otros suplementos que se han desarrollado y evaluado en sistemas estabulados son
las sales de UFA. Este tipo de grasa, en la que se produce una saponificacion de los
AG con calcio, es resistente en gran medida a la degradacion bacteriana en el
rumen, mejorando su absorcion a nivel intestinal (Piperova et al., 2004; Jenkins y
McGuire, 2006).

Como se puede ver existe gran cantidad de informaciéon generada en sistemas
estabulados y con suplementacién de distinta naturaleza, lo que contrasta con la
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poca atencion que se ha puesto al uso de pasturas como posible mejorador del perfil
de AG (Dewnhurst et al., 2006).

b. Estudios en pastoreo con suplementacion

El aceite de pescado también ha sido utilizado y estudiado en vacas en pastoreo.
Con respecto a esto, AbuGhazaleh y Holmes (2007) demostraron que su utilizacion
conjuntamente con aceite de girasol mejora notoriamente las concentraciones de
CLA, sin alterarse la produccion de leche y de grasa. Flowers et al. (2008)
suplementando vacas en pastoreo con aceite de linaza lograron aumentar la
cantidad de CLA sin resentir la produccion de leche. Zunong et al. (2009) reportaron
resultados similares pero con la utilizacion de ensilado de pulpa de papa.

c. Uso de pasturas y Dietas Totalmente Mezcladas

La utilizacion de pasturas como base de alimentacion genera una mejora en las
concentraciones de MUFA, PUFA, CLA y de compuestos intermedios de la
biohidrogenacion como el C18:1trans cuando es comparada con estrategias
basadas en DTM (Ellis et al., 2006; Croissant et al., 2007). También se ha reportado
una relacion de omega-6/omega-3 menor en animales en pastoreo comparados con
DTM (Ellis et al., 2006). Con respecto al largo de la cadena hidrocarbonada, la
pastura genera una depresion en el contenido de AG de cadena corta y media en
leche, mientras que se incrementan los AG de cadena larga, principalmente el CLA'y
el C18:3 (Kelly et al., 1998; Donovan et al., 2000; Chilliard et al., 2001; Kraft et al.,
2003; Schroeder et al 2003; Dewhurst et al., 2006). Por su parte, Couvreur et al.
(2006) reportaron una relacion lineal entre la oferta de pastura en el ganado y el
contenido de CLA en leche. El contenido en PUFA en los forrajes es elevado,
principalmente en C18:3 y esta seria una de las causas por las que el C18:1, C18:2
y C18:3 se encuentren en altas concentraciones en vacas en pastoreo (Dewhurst et
al., 2001; Mackle et al., 2003; Schroeder et al., 2004; Palmquist et al., 2005).

Se debe considerar que las vacas a inicios de lactancia presentan bajas tasas de
consumo Yy bajos tiempos efectivos en pastoreo, lo cual podria estar limitando el
consumo potencial en animales con un tiempo de acceso restringido a la pastura
(Chilibroste et al., 2012). Por tanto un mayor tiempo de acceso a la pastura podria
compensar esta dificultad encontrada al inicio de la lactancia permitiendo un mayor
tiempo de pastoreo y un mayor consumo de MS (Chilibroste et al., 2012).

La combinacién de pasturas y DTM fue evaluada en nuestro pais. Mendoza et al.
(2016) ofreciendo pasto cortado a vacas estabuladas con una base de DTM,
encontraron un incremento en leche de C18:1trans, CLA y de C18:3, generando un
perfil de AG beneficioso para la salud del consumidor. Este trabajo se alinea con
otros reportes. Loor et al. (2003); Bargo et al. (2006) y Morales- Almaraz et al. (2010)
trabajando con sistemas mixtos donde combinaron el uso de DTM y pastoreo
reportaron aumentos en las cantidades de C18:1trans, CLAy C18:3.

18



HIPOTESIS

La composicion de la grasa lactea en vacas lecheras en lactancia temprana,
principalmente las fracciones de CLA y de &cido linolénico (C18:3) se veran
afectadas por dietas que integran una oferta de pastura en un 50%, respecto de
DTM exclusivamente, mejorando el perfil de AG desde un punto de vista de la salud
humana.

OBJETIVOS

a) Determinar el efecto de la alimentacién en animales sometidos a dietas mixtas
(DTM y pastoreo) vs. DTM sobre la produccién de leche y el perfil de AG en leche a
los 47+12 dias postparto.

b) Determinar el efecto de las horas de pastoreo sobre el perfil de AG en leche a los
47+12 dias postparto.
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MATERIALES Y METODOS

a) Manejo animal y preparto

El protocolo experimental fue evaluado y aprobado por la Comisibn Honoraria de
Experimentacion Animal (CHEA-UdelaR; Exp. N° 021130-006366-11).

El ensayo se realizé en la Estacion Experimental Mario A. Cassinoni, Ruta 3 Km
363, Paysandu, Uruguay, perteneciente a la Facultad de Agronomia, Universidad de
la Republica. Se seleccionaron 27 vacas Holstein multiparas (4.5£1.81 lactancias) de
partos de otofio, las cuales fueron bloqueadas por numero de lactancia, fecha
probable de parto, condicion corporal (CC) y peso corporal 30 dias previos al parto.
Entre la octava y cuarta semana previa al parto se realiz6 una dieta para lograr una
CC entre 3 y 3.5 segun Edmonson et al. (1989). Luego de la cuarta semana
preparto, se les ofreci6 a los animales una dieta a base de ensilaje de maiz y
concentrado comercial formulada para preparto. La CC al parto (-4 + 3 dias al parto)
fue de 3.2 £ 0.2 y el peso vivo fue de 753 £ 51 kg.

b) Disefio experimental y tratamientos

El disefio experimental fue de bloques al azar y los animales fueron asignados a uno
de los tres tratamientos como fue descripto por Fajardo et al. (2015). Durante el
periodo comprendido entre el parto y los 60 dias posteriores, los tres grupos
accedieron diariamente a la misma oferta de alimentos en base seca (Tabla 2). La
dieta fue formulada acorde a NRC (2001) con una oferta diaria de 30kg MS, con la
meta de un 15% de rechazo y una produccion de leche de 40 kg/dia. Los tres
tratamientos fueron los siguientes:

I.  Grupo 0 (GO0)

El grupo GO (n=9) fue alimentado en base a DTM con una relacién forraje
concentrado de 45/55, la misma fue ofrecida dos veces al dia, 40% en la mafiana y
60% por la tarde. Este grupo se mantuvo siempre en confinamiento a cielo abierto
en piso de tierra y bateas de madera (frente de ataque: 1,8 m/v) para alimentacion
grupal y con acceso libre ala DTM y al agua.

lI. Grupol(Gl)

El grupo G1 (n= 10) tuvo acceso al pastoreo luego del ordefio am desde las 08:00 a
las 14:00 h y luego del ordefio pm pasaron a confinamiento (mismas condiciones
gue GO) con acceso a DTM (50% del peso de la dieta) ofrecida en bateas grupales y
agua hasta las 04:00 am. Las proporciones de consumo registradas en este
tratamiento fueron de 72.5% DTM y 27.5% de pasturas (Fajardo et al., 2015).

lll.  Grupo 2 (G2)

Los animales del grupo G2 (n=8) fueron sometidos a dos pastoreos: el primero
comprendido entre las 08:00 y 14:00 h y el segundo entre las 17:00 y 20:00 h, con
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un total de 9 horas de pastoreo. Por la noche pasaron a confinamiento (mismas
condiciones que GO) con acceso a DTM (50% del peso de la dieta) ofrecida en
bateas grupales y agua hasta las 04:00 am. Las proporciones de consumo
registradas en este tratamiento fueron de 65.6%DTM y 34.4% de pastura (Fajardo et
al., 2015).

c) Pastura

La pastura utilizada fue a base de Festuca arundinacea, Trifolium repens y Lotus
corniculatus de segundo y tercer afio, con una asignacion objetivo de 17kg de
materia seca por vaca y por dia. Los potreros estaban alejados 1.7 km de la sala de
ordefio, en donde una franja nueva por semana se les asignaba a los animales
sobre una estimacion de 15.0 kg MS/vaca/dia sobre 4 cm respecto del suelo. La
disponibilidad de forraje (kg MS/ha) fue estimada semanalmente utilizando el método
comparativo adaptado de Haydock y Shaw (1975). El forraje cortado fue secado en
estufa de aire forzado (60°C) con el fin de determinar su contenido de MS (Fajardo et
al., 2015).

d) Mediciones experimentales y anélisis de muestras

.  Mediciones en los animales

La produccion de leche se registro diariamente en cada ordefie mediante el uso de
medidores Waikato®. Semanalmente se tomaron muestras de leche de cada vaca
en el ordefie am y pm con el fin de analizar la composicidon quimica de su produccion
mediante espectrofotometria de infrarrojo cercano (Near Infrared Reflectance
Spectroscopy-NIRS, Milko-Scan, Fross Electric, Hillerdd, Denmark).

La CC y PV de los animales se determiné semanalmente, luego del ordefie matutino
sin ayuno previo. La CC fue determinada siempre por el mismo observador
utilizando una escala de 5 puntos (1-flaca y 5-gorda, Edmonson et al., 1989).

I.  Determinacion del perfil de acidos grasos en leche y alimentos

El perfil de AG fue determinado en muestras de leche compuestas de los dos
ordefios diarios, a los 47+12 dias posparto para los tres tratamientos. A su vez, se
determiné el perfil de AG de la DTM Yy de la pastura utilizada en el ensayo (Tabla 2).

La grasa lactea se extrajo segun el método de Folch et al. (1957). Los solventes de
extraccion fueron: metanol y cloroformo. Se realiz6 la metilacion de los AG acorde al
vigésimo quinto procedimiento descripto por IUPAC 2.301. Las soluciones de
metilacion utilizadas fueron: solucién metanolica de NaOH 0.5N, trifluoruro de Boro
al 14%, heptano y solucién saturada de NaCl (Mossoba et al., 1996). Los ésteres
metilicos de AG fueron analizados y cuantificados en un cromatégrafo gaseoso
(Agilent Technologies 6890, Palto Alto, CA, USA) en el cual se utiliz6 una columna
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capilar SP 2560 (100m x 0.25 mm i.d. con 0.2 ym de espesor del film; supelco Inc.,
Bellefonte, PA).

Tabla 2. Composicion quimica y perfil de acidos grasos de la Dieta Totalmente
Mezclada (DTM) y pastura.

Nutriente DTM (MediatEEM) Pastura (MediatEEM)
MS, g/kg 492+29.8 371£21
PC, g/kg DM 149+23.7 146+7.4
FND, g/kg MS 348+41.2 531+3.3
FDA, g/kg MS 189+31.0 27246.8
Ceniza, g/kg MS 72+8.8 10.2+0.7
ENL, Mcal/kg MS 1.631 1.50%
Acidos grasos, g/100g
C10:0 0.02 0.26
C14:0 0.11 0.55
C16:0 19.74 23.15
Cle:1 0.12 0.59
C18:0 4.63 6.32
C18:1cis 29.72 6.56
C18:2cis(n-6) 36.97 12.19
C18:2trans 0.12 Nd
C18:3(n-3) 2.35 20.01
C20:0 0.98 2.35
C20:1cis 0.45 Nd
C20:2cis(n-6) 0.49 Nd
C20:4(n-6) 0.32 Nd
C21:0 0.12 Nd
C22:0 1.1 4.96
C22:3 0.3 Nd
C23:0 0.31 0.97
C24:0 1.16 4.18
C25:0 0.17 0.98
C26:0 0.27 7.18
C28:0 0.11 4.65
n-6/n-3 16.06 0.61
Grasa, g/100g 7.28 2.05

Nd: no detectado

EEM: Error estandar de la media
1ENL(Mcal/Kg MS)=1.909-(0.015*%FDA)
2ENL(Mcal/Kg MS)=2.301-(0.0289*%FDA)

Las masas de los AG se midieron utilizando un espectometro de masa (Agilent
Technologies 5973) con ionizacibn de impacto electronico. Los valores de
temperatura del horno de cromatégrafo gaseoso, los valores de presion y flujo del
gas helio, la temperatura de la fuente de ionizacion y el rango de masas fueron
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acordes a Artegoitia et al. (2013). Se identificé cada AG por su tiempo de retencion y
por su espectro de masa, los cuales fueron posteriormente cuantificados mediante la
normalizacion de sus respectivas areas, obteniéndose el porcentaje masico de cada
uno. Las muestras fueron analizadas por duplicado y se utilizé un estandar FAME
(Supelco 47885-U, Bellefonte; 37 FAME from C4:0 to C24:0), a intervalos regulares
como método de control de calidad y para determinar factores de correccion de cada
AG.

La composicion de AG de la leche y de los alimentos fue informada como gramos de
AG por 100 gramos del total de AG (g/100g). El CLA fue reportado como la suma de
todos los isbmeros de C18:2 con dobles enlaces conjugados tanto cis como trans.

e) Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc.,
2005 Cary, NC, USA)). Los datos de produccién y composicion de lecha asi como
las fracciones de AG en leche fueron analizados en un disefio de bloques al azar,
mediante el procedimiento MIXED. Con el tratamiento como efecto fijo y el bloque
como efecto aleatorio. Se utilizo el procedimiento de Kenward-Rogers para ajustar el
grado del denominador de libertad. Se realizaron pruebas de Tukey-Kramer para la
comparacion de las medias. Las medias se reportaron con sus respectivos errores
estandar y fueron consideradas diferentes cuando P < 0.05 y las tendencias fueron
identificados cuando 0.05 <P <0.10.
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RESULTADOS

La produccion de leche, grasa y lactosa no mostraron diferencias entre los
tratamientos. El contenido en proteina fue mayor en GO que para los tratamientos
pastoriles (G1y G2; p =0.011) alos 47+12 DPP (Tabla 3).

Tabla 3. Produccion y composicién de leche de vacas Holstein alimentadas con
Dieta Totalmente Mezclada (G0), 50% Dieta Totalmente Mezclada (DTM) y 6 h de
acceso a pastoreo en una sesion (G1), 50% DTM y 9 h de acceso a pastoreo en dos
sesiones (G2) a los 47+12 dias posparto.

Tratamientos

Parametro GO G1 G2 EEM p-Valor
Leche, L/d 38.46 33.60 36.19 1.6 0.123
Sdlidos, g/100g 12.45 11.79 11.25 0.39 0.161
Grasa, g/100g 4.14 3.73 3.40 0.31 0.299
Proteina, g/100g 3.372 3.11° 2.99P 0.07 0.011
Lactosa, g/100g 4.93 4.94 4.86 0.08 0.751

Sdélidos= grasa+proteina+lactosa
abmedias con diferentes superindices difieren (p < 0.05)

La fraccion de AG de novo fue mayor para los tratamientos GO y G1 que para el
grupo G2 (p= 0.004; Tabla 4). EI C10:0 y C14:0 representaron el 65% del total de
esa fraccion. Para estos dos AG no se encontraron diferencias entre el grupo GO y
G1, mientras que en el grupo G2 las concentraciones fueron menores (p < 0.05;
Tabla 5).

Con respecto a la proporcion de AG de origen mixto, no hubo diferencias entre los
tratamientos. La concentracion de C16:1cis presento una tendencia a ser mayor en
los tratamientos GO y G1 que para el G2 (p < 0.10; Tabla 5).

En cuanto a la fraccion de AG preformados en leche, la cantidad encontrada fue
mayor para el grupo G2 que para el grupo GO (p= 0.045; Tabla 4), mientras que no
se encontro diferencias entre éstos y el grupo G1. ElI C18:0 representé un 25% del
total de esta fraccion y fue mayor (30%) en el grupo G2 que para los tratamientos GO
y G1 (p= 0,009; Tabla 5).

Los tratamientos empleados no presentaron efecto sobre el grado de saturacion de
los AG (SAT, MUFA, PUFA), ni en la relacién saturado/insaturado (Tabla 4).
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Tabla 4. Componentes de &cidos grasos en leche de vacas alimentadas con Dieta
Totalmente Mezclada (G0), 50% DTM y 6 h de acceso a pastoreo en una sesion
(G1), 50% DTM y 9 h de acceso a pastoreo en dos sesiones (G2) a los 47+12 dias
posparto.

Tratamientos

Origen de AG, g/100g AG GO G1 G2 EEM p-valor
De novo (C4:0-C15:1) 23.092 20.072 15.34° 1.38 0.004

Mixtos (C16:0+C16:1) 37.3 3491 34.66 1.83 0.561

Preformados (>C17:0) 39.49b 45.10>b 50.09° 2.68 0.045

Saturacion de AG, g/100g AG

Saturados 68.73 64.67 64.45 2.15 0.335

Monoinsaturados 27.09 30.91 31.16 1.95 0.301

Poliinsaturados 4.12 4.41 4.43 0.23 0.588

Saturados/insaturados 2.35 1.93 1.84 0.21 0.235

n-3 0.41° 0.66° 0.79° 0.06 0.005

n-6 2.75° 2.05° 1.99° 0.07 <0.001
n-6/n-3 8.31° 3.48° 2.64° 0.67 <0.001
Trans 2.79° 5.19° 5.94° 0.42 0.001

Cl14:1/C14:0 0.08? 0.08? 0.05° 0.01 0.013

Cle:1/C16:0 0.06 0.06 0.04 0.01 0.205

C18:1/C18:0 2.60 2.73 2.02 0.27 0.162

A9 desaturasa 0.30 0.31 0.30 0.02 0.783

RCLA 0.23 0.21 0.15 0.03 0.200

AG: acido graso

A° desaturasa: actividad desaturasa; (C16:1cis + C18:1cis + C18:2 CLA + C14:1cis)/(C14:0 +
C16:0 + C 18:0 + C18:1trans + C16:1cis + C18:1cis + C18:2 CLA)

RCLA: C18:2 CLA/C18:1trans

2bmedias con diferentes superindices difieren (p < 0.05)

El contenido de CLA en leche fue casi el doble en los tratamientos que integraron el
pastoreo (Gl y G2) respecto de GO (Tabla 5), pero no fue estadisticamente
significativo (p= 0.12). La fraccion trans fue mayor para los tratamientos que
incluyeron pastura en la dieta (G1 y G2) que para el grupo GO (p= 0.001; Tabla 4),
atribuible a las concentraciones encontradas de C18:1trans (p= 0.001) y C18:2 trans
(p=0.001; Tabla 5).

La fraccién de AG omega-3 fue mayor para los tratamientos pastoriles G1 y G2 que
para el GO (p= 0.005, Tabla 4). Al mismo tiempo, las concentraciones de C18:3 n-3,
las cuales representaron el 84% del total de la fraccion de AG omega-3, fueron
mayores en los grupos G1 y G2 (p= <0.001; Tabla 5). Por el contrario, la fracciéon de
AG omega-6 fue mayor para el grupo GO que para G1 y G2 (p < 0.001). El contenido
en C18:2cis n-6, 89% del total de AG omega-6, fue mayor para el grupo GO que para
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los grupos G1y G2 (p < 0.001). Estos resultados determinaron que la relacién n6/n3
fuera superior para el grupo GO que para G1y G2 (p < 0.001).

Tabla 5. Perfil de &cidos grasos en leche de vacas alimentadas con Dieta
Totalmente Mezclada (G0), 50% DTM y 6 h de acceso a pastoreo en una sesion
(G1), 50% DTM y 9 h de acceso a pastoreo en dos sesiones (G2) a los 47+12 dias

posparto.

Tratamientos

AG (g/100g) GO G1 G2 EEM P-valor
C6:0 0.44*Y 0.47% 0.30Y 0.05 0.076
C8:0 0.58*Y 0.53% 0.36Y 0.06 0.057
C10:0 2.23° 1.82° 1.16° 0.19 0.003
C11:0 0.107 0.06%P <0.01° 0.02 0.027
C12:0 3.69° 2.74b 1.87°¢ 0.26 0.001
Cl12:1cis 0.14° 0.08° <0.01°¢ 0.01 <0.001
C13:0 0.24 0.17 0.16 0.03 0.119
C14:0 11.98°2 11.09° 9.39° 0.63 0.031
Cl4:1cis 0.98% 0.857 0.49° 0.08 0.001
C15:0 2.29% 1.93%Y 1.57Y 0.21 0.089
C16:0 35.28 32.98 33.22 1.82 0.634
Cl6:1cis 1.78* 1.72% 1.26Y 0.16 0.067
Cl6:1trans 0.25 0.2 0.18 0.08 0.812
C17:0 1.66 1.81 1.88 0.16 0.659
C18:0 9.60° 10.51° 13.95° 0.92 0.009
C18:1cis 21.09 23.23 23.65 1.69 0.552
C18:1trans 2.04° 4.012 4.71°2 0.34 <0.001
C18:2cis(n-6) 2.49° 1.71° 1.83° 0.1 <0.001
C18:2 CLA 0.39 0.75 0.65 0.12 0.118
C18:2trans 0.47° 0.867 1.00° 0.07 <0.001
C18:3(n-3) 0.28¢ 0.54b 0.74° 0.05 <0.001
C19:0 0.14Y 0.22%Y 0.39% 0.07 0.072
Cl19:1 0.11 0.09 0.05 0.02 0.17
C20:0 0.15° 0.14° 0.182 0.01 0.016
C20:4(n-6) 0.15° 0.11° 0.10° 0.01 0.002
Otros 1.16 1.34 0.95 0.13 0.115

AG: acido graso

C23:0 + C24:0 + C24:1cis + C25:0 + C26:0
abc medias con diferentes superindices difieren (p < 0.05)
*¥ medias con diferentes superindices difieren (0.05 < p < 0.10)

CLA: 4cido linoleico conjugado
Otros: C4:0 + C15:1 + C16:2 + C17: 1cis + C18:2cis + C18:2trans(n-6) + C18:3cis + C18:3(n-6) +
C20:1cis + C20:1trans + C20:2cis (n-3) + C20:2 cis (n-6) + C20:3 cis (n-3) + C20:3 (n-6) + C20:4
(n-3) + C20:5 (n-3) + C21:0 + C22:0 + C22:1cis + C22:3 + C22:4 + C22:5 (n-3) + C22:5 (n-6) +
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DISCUSION

La produccion de leche correspondiente a los 47+12 dias posparto no fue afectada
por los tratamientos. La inclusion de pasto en un 27.5 y 34.4% en los tratamientos
G1l y G2 respectivamente no genero cambios significativos en produccion de leche.
Similares hallazgos han reportado Vibart et al. (2008) y Soriano et al. (2001) en
donde la inclusion en un 32 y 30% respectivamente de pastura no genero diferencias
significativas en produccion de leche con respecto a una dieta 100% DTM. En
cuanto al contenido en sdlidos totales, grasa y lactosa no hubo diferencias entre los
grupos, en tanto el contenido en proteina fue mayor en GO que para los tratamientos
pastoriles. Los efectos de la alimentacion sobre la concentracion de proteina son
menores que los observados en la concentracion de grasa, pero esta claramente
establecido que existe una directa relacion con el consumo de energia, la cual puede
ser aumentada incrementando el consumo de concentrados (Emery, 1978; Depeters
y Cant, 1992) como sucedi6é en el grupo alimentado a base de DTM. A su vez se
encontraron diferencias significativas en el consumo de alimento, donde el grupo GO
consumié aproximadamente un 25% mas de MS diaria que los tratamientos en
pastoreo. Vibart et al. (2008) sugirieron una mayor eficiencia de conversion cuando
los animales incluyen pasturas en su dieta respecto a DTM exclusivamente.

El contenido de AG preformados a los 47+12 DPP fue afectado por los tratamientos.
El grupo G2 presenté mayor cantidad respecto de GO, lo que es coherente con
hallazgos reportados previamente (Loor et al., 2003; Bargo et al.,, 2006; Morales-
Almaraz et al., 2010). El incremento en el contenido de AG preformados en el
tratamiento G2 puede deberse a un aumento en la movilizacion de grasa corporal
y/o un incremento en la utilizacién de lipidos provenientes de la dieta (Palmquist et
al., 1993). El consumo de pasturas conduce a un consumo mayor de AG de cadena
larga e insaturados; siendo el C18:3 el mas abundante (Dewhurst et al., 2006). Es
interesante resaltar que las pasturas utilizadas y analizadas en este trabajo
presentaron una cantidad de C18:3 menor a lo esperable acorde a la bibliografia
(Dewhurst et al., 2006). A su vez, se observaron altas concentraciones de AG
saturados de cadena muy larga como el acido eicosanoico (C20:0) y el acido
octacosanoico (C28:0). Estos compuestos, considerados ceras, se localizan en la
cuticula de las plantas y son el resultado de las defensas de la planta ante el estrés
por sequia. Siendo esto coherente con lo que sucedi6 en este experimento (Fajardo
et al., 2015). En situaciones de sequia y estrés de las plantas, también se
incrementan ciertos metabolitos secundarios como los fenoles, compuestos que
tienen la capacidad de disminuir la lipdlisis y la biohidrogenacién a nivel ruminal
(Buccioni et al., 2012). Viendo esto se puede suponer que la concentracion de AG
preformados insaturados de la leche de vacas del grupo G2 sea el resultado de una
combinacion entre los AG dietarios sumado a una tasa menor de biohidrogenacién
ruminal. La movilizacién de reservas también contribuye a explicar el contenido de
AG preformados en el grupo G2. De hecho los animales de este grupo perdieron
mas condicién corporal respecto de GO (Fajardo et al., 2015). En este sentido, la
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cantidad de C18:0 fue mayor para el grupo G2 que para los grupos GO y G1.
Rukkwuamsuk et al. (2000) han reportado que este AG siendo uno de los principales
provenientes de la lipdlisis (movilizacion de reservas) no se acumula en el higado,
siendo excretado en leche en grandes cantidades.

El contenido en AG de novo fue afectado por los tratamientos, donde el grupo G2
presentd menores cantidades que los grupos GO y G1. Hecho atribuible al contenido
de AG de cadena larga e insaturados de evidente llegada a la gldndula mamaria en
el grupo G2, los cuales son potentes inhibidores de la sintesis de AG de novo
(Dhiman et al., 1999; Chilliard et al., 2000).

La menor sintesis de AG de novo sumado a un menor grado de saturacion en G2
sugieren una glandula mamaria menos activa. Esto seria consistente con la
liberacion de AG de cadena larga desde el tejido adiposo y/o las cantidades
aumentadas de PUFA de la dieta de G2 que reducen la actividad de las enzimas
mamarias ACC y FAS (Chilliard et al., 2000).

Con respecto al contenido de CLA, no se encontraron diferencias entre los
tratamientos, a diferencia de algunos trabajos (Loor et al., 2003; Morales-Almaraz et
al., 2010) que reportaron mayores contenidos de CLA al comparar DTM y pastoreo
vs. DTM (ambos experimentos con un minimo de consumo diario de pastura del
21,5%). Es necesario mencionar que estos trabajos han sido realizados en otros
momentos de la lactancia (185 y 94 DPP; Loor et al., 2003 y Morales-Almaraz et al.,
2010; respectivamente). Esto es de particular importancia ya que el momento de la
lactancia influye sobre el perfil de AG y especificamente sobre el contenido de CLA,
el cual aumenta y se estabiliza con el transcurso de la lactancia (Stoop et al., 2009).
La gran mayoria del CLA en leche es sintetizado en la glandula mamaria via
desaturacion del C18:1trans por la accion de la A 9 desaturasa (Bauman, 2000).
Aunque el contenido de CLA no fue diferente entre los tratamientos, la cantidad de
su precursor el C18:1trans fue el doble en los tratamientos que integraron el
pastoreo y esto se alinea a reportes anteriores (Morales-Almaraz et al., 2010). El
Cl18:1trans es un producto mayoritariamente originado de la biohidrogenacién
incompleta a nivel ruminal del C18:2 y C18:3 (Griinari y Bauman, 1999). Entonces,
cuando los alimentos aportan cantidades importantes de C18:2 y C18:3, el
C18:1trans generado escapa del rumen y es absorbido en el duodeno (Bauman y
Griinari, 2001).

Con respecto a la fraccién n-3 en leche, fue mayor para los tratamientos pastoriles
(G1y G2) que para GO. El contenido de C18:3n-3 en la grasa lactea difirié entre los
tres tratamientos siendo el mayor para G2 y el menor para GO. Esto es consistente
con el trabajo de Morales-Almaraz et al. (2010) donde encontraron mayores
cantidades de C18:3n-3 con 12 vs 6 h de pastoreo (con una diferencia de 12.7% de
consumo de MS diaria de pastura) y la menor cantidad en el tratamiento 100% DTM.
Dado que los tejidos de los rumiantes no sintetizan este AG (Chilliard et al., 2000), el
incremento del mismo en la grasa lactea en nuestro estudio se explica por el
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pastoreo (con alta proporcién de C18:3; 20% en pastura vs 2.3% en DTM) que
aporta PUFA que escapan de la biohidrogenaciéon ruminal (Dewhurst et al., 2006).
De hecho, Lock y Bauman (2004) han sugerido que hasta un 15% de C18:3 podria
escapar de la biohidrogenacion ruminal. Por otra parte, la fraccion n-6 en leche fue
mayor para las vacas GO que en las vacas en pastoreo, lo que es consistente con el
perfil de AG de la DTM. En conjunto esto generd que la relacion n-6/n-3 en leche de
animales que pastorearon desde el inicio de la lactancia fuera significativamente
menor que en los que no pastorearon y esto se alinea a reportes anteriores (Petit et
al., 2004).
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CONCLUSION

Ofertando un 50% de la dieta a partir de pasturas desde el inicio de la lactancia,
manteniendo un nivel de produccion competitivo, se logr6 modificar el perfil de AG

de la leche, incrementandose aquellas fracciones que son de interés para la salud
humana.
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