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RESUMEN

Se investigo el perfil de &cidos grasos (AG) de vacas Holando multiparas
(n=27) a los 45 DPP, alimentadas con dietas totalmente mezcladas ad
libitum (GO) o una dieta mixta compuesta por dieta parcialmente mezclada
(DPM; 50% MS ofertada) y pastura con 6 h de acceso al pastoreo en una
sesion (G1l) o 9 h de acceso al pastoreo en dos sesiones (G2). Los
tratamientos GO, G1 y G2 accedieron a la misma oferta de MS diaria
difiriendo en la fuente de la dieta (DTM vs DPM + pastura): G1 y G2
accedieron diariamente a un 50% de la materia seca ofrecida en base a
pastura y el otro 50% en DPM, difiriendo sélo en el tiempo de acceso al
pastoreo (6 vs 9 h por dia). La dieta fue formulada con el objetivo de una
produccién de leche de 40 kg/d y 30 kg de MS/d fueron ofrecidos con la
meta de obtener un rechazo del 15%. Semanalmente se asigné una nueva
franja de pastoreo con una disponibilidad media de pastura de 15
kg/MS/d/vaca sobre los 4 cm sobre el nivel del piso. Ademas, se determiné
el perfil de AG en leche a los 65 DPP cuando las vacas del tratamiento GO
fueron cambiadas (61 DPP) a la rutina de tratamiento G1 sin periodo de
adaptacion, y las vacas del G1 fueron mantenidas como control. El perfil de
AG fue determinado usando un cromatografo de gases conectado a un
espectrometro de masa. Los datos fueron analizados en un disefio de
blogues usando medidas repetidas al azar incluyendo en el modelo el
tratamiento, DPP y su interaccion. El consumo de pastura obtenido fue de
27.5% y 34.4% de consumo de diario de MS (G1 y G2, respectivamente;
Fajardo et al., 2015). No hubo diferencias en produccion de grasa ni por los
tratamientos ni por los DPP. La fraccion de AG preformados fue mayor
(+27%) en las vacas del G2 que en GO (p<0.05), mientras que no se
encontraron diferencias entre estos grupos y G1. El contenido de &cido
estearico (C18:0) fue un 30% mayor en G2 que en GO y G1. La fraccién de
AG de novo en leche fue mayor en GO y G1 que en G2. EL contenido de
acido linoleico conjugado (CLA) no fue diferente entre los tratamientos (p <
0.12), mientras que el de acido vacceénico (C18:1trans) fue el doble para los
tratamientos pastoriles que en GO (p<0.001). La cantidad de acido linolénico
[C18:3(n-3)] fue la mayor en G2 y la menor en GO (p<0.001). En contraste, la
fraccion de AG n-6 en leche fue mayor en GO que en los tratamientos
pastoriles, debido principalmente al acido linoleico [18:2cis(n-6)]. Estos
resultados determinaron que la relacién n-6/n-3 en leche fuera casi tres
veces mayor en GO que en G1 y G2 (p < 0.001). Cuando las vacas del grupo
GO fueron movidas al pastoreo (Post-DTM), el contenido de AG preformados
aumenté (P<0.05), mientras que en G1 se mantuvo constante, esto se
explica principalmente por los acido estearico (C18:0) y vaccenico
(Ci8:1trans). En contraste, la fraccion de AG de novo disminuy6 en las
vacas Post-DTM, mientras no se observaron cambios en las vacas G1. EL
contenido de C18:1trans aumentd en las vacas Post-DTM y el de CLA
mostré una tendencia a aumentar. De manera similar, la fraccion n-3 en
Post-DTM aument6 a los 65 DPP, y esto fue principalmente por el acido
linoleico [C18:3(n-3)]. Por otro lado, la fraccién n-6 disminuy6é cuando las
vacas GO fueron movidas al pastoreo, explicado principalmente por el
contenido de acido linoleico [C18:2cis (n-6)] y araquiddnico [C20:4(n-6]. En
este trabajo, incluyendo un 30% de pastura en la dieta, fue posible modificar
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el perfii de AG en leche beneficiosamente para la salud humana sin
detrimentos en productividad. Ademas, el perfil de AG en leche reflejé el
cambio de una DTM al pastoreo sin necesidad de un periodo de adaptacion.

Vi



SUMMARY

Milk fatty acid (FA) profile at 45 DIM in Holstein multiparous cows (n=27) fed
either total mixed rations ad libitum (GO) or a diet composed by TMR (50%
DM offered) and pasture grazing with either 6 h of access time to pasture in
one grazing session (G1) or 9 h of access time to pasture in two sessions
(G2) was investigated. Treatments GO, G1 and G2 accessed daily the same
offer of total DM differing on the diet source (TMR vs pasture + TMR): 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). The
diet was formulated for a milk production target of 40 kg/d and 30 kg DM/d
was offered daily with a refusal goal of 15%. A new grazing area was
assigned weekly with a mean herbage allowance of 15 kg DM/day/cow over
4 cm above ground level. In addition, milk FA were determined at 65 DIM
when GO cows were shifted (61 DIM) to the G1 treatment routine with no
adaptation period, and G1 cows remained as a controls. Fatty acid on 45 and
65 DIM were quantified using a gas chromatograph connected to a mass
spectrometer. Data was analyzed in a block design using random repeated
measures including in the model the treatment, days and their interaction.
Pasture intake resulted in 27.5% and 34.4% of total DMI (Fajardo et al.
2015). Fat production did not differ among treatments or DIM. Preformed FAs
in milk fat at 45 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. De novo FA in
milk fat were greater for GO and G1 than G2 cows. Conjugated linoleic acid
(CLA) contents in milk did not differ (p < 0.12), while vaccenic acid 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). When
TMR cows were moved to pasture (Post-TMR), preformed FA were
increased in (P<0.05), while remained constant in G1 cows, and this was
explained mainly by stearic (C18:0) and vaccenic (C18:1trans) acids. In
contrast, de novo FA fraction was decreased in Post-TMR cows, but no
changes were observed in G1 cows. Vaccenic acid (C18:1trans) increased in
Post-TMR cows and CLA content tended to increase. Similarly, omega 3
fraction in Post TMR cows was increased at 65 DIM, and this was mainly due
to the increase in linoleic acid [C18:3(n-3)]. On the other hand, omega 6
fraction decreased when TMR cows were moved to pasture, explained
mainly by linoleic [C18:2cis (n-6)] and arachidonic [C20:4(n-6] acids. In this
study it was possible to modify milk fatty acid profile beneficially for human
health with no detriments in productivity including 30% of pasture in the diet.
Besides, milk FA profile reflected the changes from a TMR to the grazing diet
without the need of an adaptation period.
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INTRODUCCION

La grasa lactea es una de las principales fuentes de acidos grasos (AG) para
el consumo humano. Existe un tendencia a la seleccién de alimentos con
elevados contenidos de acidos grasos polinsaturados (PUFA) por parte del
consumidor, particularmente omega 3 y &cidos linoleico conjugados (CLA),
debido a las propiedades benéficas para la salud humana (antioxidantes,
inhibiciébn de la carcinogénesis o aterogénesis, efectos andiabéticos, etc;
Bauman et al., 2001; Pariza et al., 2001). Ademas, el perfil de AG tiene un
gran impacto en las caracteristicas sensoriales y la aptitud tecnoldgica de la
leche y sus derivados (Palmquist et al., 1993; Croissant et al., 2007).

Se ha reportado que la alimentacion es el factor de mayor influencia en la
composicion de la grasa lactea (Dewhurst et al., 2006). Numerosos estudios
en condiciones de estabulacion han evaluado el efecto de diferentes
suplementos (esencialmente aceites de diferentes origenes) sobre la
produccion de leche y el perfil de AG (AbuGhazale et al., 2003; Loor et al.
2005; Gao et al., 2009). En sistemas pastoriles, la investigacion también se
ha concentrado en el uso de suplementos con aceites marinos o vegetales
(Flowers et al., 2008; Zunong et al., 2009) y escasa atencion se le ha dado a
los cambios en AG debido a la ingesta de pastura (Dewhurst et al., 2006). La
inclusion de pasturas en la dieta aumenta el contenido de AG
monoinsaturados y polinsaturados en la leche (Dewhurst et al., 2006). Esta
aceptado que las vacas que pastorean presentan cantidades aumentadas de
omega 3 y CLA cuando son comparadas con vacas alimentadas con
raciones totalmente mezcladas (Schroeder et al., 2003). Los sistemas de
pastoreo tienen la ventaja adicional de posicionarse a nivel mundial por los
costos de produccion de leche (Chilibroste, 2011) y por una mejor imagen
comparados con los de estabulacion frente al consumidor (Croissant et al.,
2007). En esta tesis se aborda el estudio de la calidad de la leche — en
términos de perfil de AG — con diferentes estrategias de alimentacion que
incluyen las pasturas durante el posparto temprano.



ANTECEDENTES

a) Produccién de leche en Uruguay

La lecheria uruguaya ante cambios en las condiciones de competencia con
otras actividades agricolas y en el aumento del precio de la tierra (DIEA,
2011) ha incrementado sostenidamente la productividad. En las dltimas
décadas, el sector lechero uruguayo ha crecido a tasas del orden del 5 %
anual (DIEA, 2015). Este ritmo sostenido de crecimiento se ha acelerado en
los Ultimos afios con tasas de crecimiento del orden del 7 % anual (INALE,
2013). Este proceso de crecimiento se ha sustentado fundamentalmente en
aumentos de productividad (litros por hectarea) dado que la superficie
lechera se ha reducido un 10 % durante el periodo (DIEA, 2015). La
productividad por vaca es el factor que en forma individual explica una mayor
proporcién del crecimiento (> 60 %), mientras que el aumento de carga
explica un 25-30 % del incremento en productividad del sector (Chilibroste et
al., 2012a). Desde el 2003 al 2014 el numero de productores remitentes ha
disminuido cerca de un 10 % mientras que el volumen medio (litros/dia) por
remitente ha aumentado alrededor de un 45 % (DIEA, 2015), lo que refleja
un gran aumento en la productividad, donde los productores mas ineficientes
tienden a desaparecer y los predios a ser cada vez mayores en su escala.
Esta estrategia de intensificacion de la produccion de leche en Uruguay se
ha basado en un incremento significativo en el uso de concentrados y
reservas de forraje (DIEA, 2009) mientras que la cosecha directa de forraje
por parte de los animales ha disminuido (Chilibroste et al., 2011). Este
modelo de intensificacion de la lecheria uruguaya ha sido exigente en
niveles de inversion vinculadas fundamentalmente al procesos de
alimentacion (Mixer, playas de alimentacidén), capacidad de ordefie,
camineria y manejo animal.

Uruguay es un pais netamente exportador (mas del 60 % de la leche
producida), el monto en dodlares americanos de este rubro, en 10 afios ha
crecido un 515 % (OPYPA, 2012). A su vez, la leche en polvo y los quesos
(43 % y 33 % del total en U$S respectivamente) son los principales
productos exportados (DIEA, 2012) por lo que los aspectos relacionados a
cantidad y tipo de solidos son centrales en la competitividad de los sistemas
de produccion y del sector en su conjunto. Uruguay, donde conviven
sistemas productivos contrastantes presenta uno de los costos de
produccion de leche mas bajos a nivel internacional (Chilibroste, 2011), aun
los sistemas nacionales mas intensivos siguen siendo competitivos a nivel
mundial. El bajo costo de produccion de los sistemas uruguayos se explica
porque la participacion del forraje (cosecha directa mas reservas) en la dieta
de los animales sigue manteniendo un nivel relativamente alto (Chilibroste,
2011).

Por otro lado, el consumo de materia seca (MS) en sistemas pastoriles es
usualmente mas bajo que en sistemas de confinamiento y podria ser
insuficiente para sostener la alta produccién de leche que podria lograrse
con el potencial genético (Kolver y Muller, 1998; Chilibroste et al., 2012a). El
consumo de pasturas en vacas lecheras no se limita a las caracteristicas
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fisiologicas del animal, sino que estd fuertemente influido por las
caracteristicas de la pastura y del manejo del pastoreo (Chilibroste et al.,
2007; Wales et al., 2013). Chilibroste et al. (2007) y Kristensen et al. (2007)
han reportado que vacas en la mitad de lactancia aumentan el tiempo total
de pastoreo en respuesta a un aumento en el tiempo de acceso al mismo.

En nuestro pais, se ha sugerido que los animales no logran expresar su
potencial productivo, seguramente en respuesta al desacople entre
requerimientos-oferta de nutrientes y ambiente productivo (Chilibroste et al.,
2002; Naya et al., 2002; Chilibroste et al., 2011). Las curvas de lactancia
resultan de la interaccion entre efectos ambientales y la base forrajera de los
tambos e involucran periodos de sub-nutricibn del rodeo. Esto a su vez
provoca que la mayor parte del afio las plantas lacteas trabajen por debajo
de su capacidad maxima de procesamiento y se vean desbordadas en los
picos de produccion. Como forma de intervenir sobre este problema en los
ultimos afios se ha evaluado el uso estratégico de Dietas Totalmente
Mezcladas (DTM) en lactancia temprana (Acosta et al., 2010; Cajarville et
al., 2012; Chilibroste et al., 2011; Fajardo et al., 2012; Meikle et al., 2012).
Bargo et al. (2002) reportan mayores producciones de vacas en DTM,
intermedias para Dietas Parcialmente Mezcladas (DPM) y menores para
pastoreo con concentrados por 21 semanas, disminuyendo estas diferencias
a medida que avanza la lactancia entre los tratamientos DTM y mixtos.

Esto destaca la importancia de investigar la eficiencia de los sistemas de
alimentacion mixtos con el pastoreo como alternativa a los sistemas
totalmente estabulados. A nivel nacional se han evaluado DTM combinadas
con diferentes estrategias de pastoreo suplementadas con DPM en
lactancias tempranas, encontrandose mejores resultados con DTM respecto
a los sistemas mixtos con diferencias desde 5% hasta un 24% en produccién
de leche (Acosta et al., 2010; Meikle et al., 2012; Fajardo et al., 2012). Los
trabajos son concluyentes respecto al impacto de la inclusion de DTM sobre
la produccion de leche, grasa, proteina, variaciones de peso vivo (PV) y
condicion corporal (CC) al inicio de la lactancia, pero son practicamente
inexistentes los estudios realizados en Uruguay que evalUen variables mas
especificas indicadoras de la calidad de la leche. Recientemente, un
experimento innovador de alcance internacional realizado en nuestro pais
(Mendoza et al.,, 2016), demostr6 que leche proveniente de vacas
alimentadas con DPM y pasto cortado fresco ofrecido a animales en
encierro, presentd un perfil de AG mas benéfico para el consumo humano
(ver méas adelante) que vacas sin acceso a pasto cortado.

b) Calidad de la leche

La leche es un alimento de consumo masivo y la industria lactea
internacional se ha focalizado en la valorizacion e innovacién de productos
por las propiedades de algunos componentes lacteos en la promocion de
aspectos saludables y terapéuticos de la leche (Bauman et al., 2006). La
investigacion nacional respecto a calidad de leche en Uruguay se ha limitado
a los términos porcentuales de los grandes componentes de la leche
(proteina y grasa), y no a la maximizacion de estos componentes
nutracéuticos de forma natural, es decir, hoy, el agregado de alguno de
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estos elementos es netamente a nivel industrial. Cabe destacar que aquellas
estrategias donde se usa el agregado de alguna sustancia, van en contra de
la imagen de “Uruguay Natural” (decreto N° 328029), lo cual creemos que es
de gran importancia para un pais netamente exportador. Ademas existe una
tendencia muy marcada al aumento en la demanda de alimentos organicos a
nivel mundial. 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 cédmo 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 esta tendencia a la intensificacion de la
lecheria nacional a la calidad del producto.

c) Composicién de laleche bovina

Se entiende por leche para consumo a “la secrecibn mamaria normal de
animales lecheros obtenida mediante uno o mas ordefios sin ningun tipo de
adicion o extraccion, destinada al consumo en forma de leche liquida o a
elaboracién ulterior” (Codex alimentarius, 1999). En este sentido y dado que
Su naturaleza tiene implicancias para una correcta manipulacion (ej:
muestreo, almacenamiento, conservacion, etc.) de la misma, debemos
considerar a la secrecion lactea como un sistema liquido y homogéneo,
complejo y dinamico. Sus componentes, cantidades y forma de presentacion
se describen a continuaciéon (Cuadro 1).

El agua es el componente que se encuentra en mayor cuantia en la leche,
da soporte fisico a los demas componentes y define su estado liquido. La
misma llega a la secrecion lactea desde la circulacion sanguinea que irriga la
glandula mamaria.

El principal carbohidrato de la leche es la lactosa, disacarido compuesto por
glucosa y galactosa es caracteristico de casi todos los mamiferos. Este
compuesto es soluble en agua y por lo tanto se encuentra en solucion
verdadera, es responsable de un 50 % de la presidon osmotica e influye sobre
otras propiedades coligativas como punto crioscépico y de ebullicién, todo
esto de gran relevancia, ya que determina en gran medida el volumen de
leche producido, la glandula mamaria retiene 900 g de agua cada 50 g de
lactosa sintetizada (Jensen, 1995). La sintesis de lactosa es exigente en
requerimientos de glucosa, la vaca en lactacion dirige el 85% de la glucosa
total a la glandula mamaria, siendo su principal destino la generacion de
lactosa (Xiao y Cant, 2005). Para su sintesis actia el complejo enzimatico
Lactosa-sintasa el cual a su vez se compone de 2 fracciones proteicas:
Proteina A, galactocyl-transferasa encontrada en varios tejidos entre otros el
mamario y Proteina B, alfa-lactoalbimina, componente que esta presente en
grandes cantidades en leche (Larson et al., 1965). Ademas existen
cantidades menores de glucosa, galactosa y oligosacaridos asi como
cantidades muy pequeiias de hexosas monofosfato, hexosaminas y muchos
otros mayoritariamente asociados a proteinas y cerebrdsidos.



GLOBULOS GRASOS

Glicéridos
Triglicéridos

Diglicéridos

Monoglicéridos
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Acidos grasos

Esteroles 90 mg
Carotenoides 0.3 mg
Vitaminas A, D, E, K

Agua 60 mg

Otros

T~

MEMBRANA
Agua
Proteina
LEUCOCITOS Fosfolipidos
T~ s
Cerebrdsidos
Muchas enzimas Glicéridos

por ej., catalasa Acidos grasos

| Acidos nucleicos Esteroides
Agua Otros lipidos
Enzimas

Fosfata alcalina
= Xantin oxidasa
Muchas otras

Cu
Fe
LACTOSUERO
Agua 790 g Acidos orgndnicos
citrato
Carbohidratos formato
lactosa 46 g acetato
glucosa 70 mg lactato
otros oxalato
otros
Minerales Gases
Ca, ligado 300 mg Oxigeno
Ca, ionico 90 mg nitrégeno
Mg 70 mg
K 1500 mg Lipidos
Na 450 mg glicéridos
Cl 1100 mg acidos grasc
fosfato 1100 mg fosfolipidos
sulfato 100 mg cerebrosido
bicarbonato 100 mg esteroles
otros
Elementos traza Vitaminas
Zn 3 mg grupo B
Fe 120 pg acido ascorl
Cu 20 ug

muchos otros
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230
30

15
15

100

1600
40
30
20
20
10

16

20
100
10
70

200
20

mg
mg
mg

mg
mg

HE

mg
mg
mg
mg
mg
mg

mg
mg

mg
mg
mg
mg

mg
mg

Cuadro |. Composicion y estructura de la leche. Adaptado de Walstra et al.
(2006).

MICELAS DE CASEINA

Proteina

Caseina
Proteosa-peptona +
Sales
Ca
Fosfato
Citrato
K, Mg, Na
Agua
Enzimas
Lipasa

plasmina

PARTICULAS
LIPOPROTEICAS

Lipidos

proteina

enzimas

agua
Proteinas

caseina +
b-lactoglobulina 33¢g
a-lactoglobulina 10¢g
albumina sérica 03¢g
inmunoglobulinas 07¢g
proteosa-peptona +

otras

Compuestos nitrogenados no proteicos

péptidos +

aminoacidos 50 mg

urea 250,0 mg

amoniaco 10 mg

otros 300 mg
Enzimas

fosfata acida

peroxidasa

muchas otras
Esteres fosféricos 300 mg

Otros

" Cantidades medias aproximadas en 1Kg de leche.

Nota: El agua de las micelas de casinacontien algunas moléculas pequefias disueltas.



La materia grasa de la leche se dispone como pequefias gotas de grasa
(glébulos de grasa) en forma de emulsidén en agua, sin embargo, los glébulos
son mucho mas complejos que simples gotas de grasa emulsionadas. La
zona que estd en contacto con el agua se denomina membrana, esta
constituida por muchos componentes y su estructura es de gran
complejidad. Esta membrana representa solo el 2 % del total de grasa, a su
vez, no toda la materia grasa organizada en estos globulos tiene el mismo
punto de fusién y por tanto podemos encontrar diferentes estados fisicos en
el mismo.

La composicion de la grasa lactea es un 97-98% triacilglicéridos (una
molécula de glicerol y tres acidos grasos), el porcentaje restante se
constituye de esteroles esterificados y no esterificados de fosfolipidos, y
otros componentes. Mas de 400 AG han sido identificados en la grasa
lactea, la mayoria de estos se encuentran en cantidades minimas y solo el
15% de ellos se encuentran en cantidades superiores al 1% (Jensen et al.,
1991). Generalizando, los AG miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estearico
(C18:0) y oleico (C:18:1cis) son los de mayor cuantia en la leche bovina
(Tabla 1; valores promedio de AG en leche bovina)

Existen distintas formas de clasificar los AG. De acuerdo al largo de la
cadena carbonada, se clasifican en: cadena corta (4-12 atomos de carbono),
media (14-16 atomos de carbono) o larga (18 a 22 atomos de carbono).
Segun el grado de saturacion de los mismos puedes clasificarse en
saturados (SAT; sin enlace doble) e insaturados (INSAT: 1 a 4 enlaces
dobles). Dentro de estos Ultimos a su vez se pueden dividir en
monoinsaturados (MUFA; 1 enlace doble) y poliinsaturados (PUFA; 2 a 4
enlaces dobles). Segun su origen, encontramos en la secrecion lactea
aquellos sintetizados en el propio tejido mamario denominados AG de novo
o tomados desde lipoproteinas y AG no esterificados (NEFA) circulantes en
el torrente sanguineo que llega a la glandula mamaria y se denominan
preformados (Bauman y Davis, 1974), siendo su origen la absorcion de
lipidos a nivel del tracto digestivo y de la movilizacion de grasa de reservas
corporales del animal (Barber et al., 1997).

La fraccion nitrogenada se encuentra en la matriz lactea en suspension
coloidal (caseina) o en solucion (proteinas séricas). Esta se puede clasificar
en dos grandes grupos: las proteinas verdaderas y el nitrdgeno no proteico.
La proteina verdadera representa alrededor del 95% de la fraccion
nitrogenada. El 80% de la proteina total son caseinas (proteinas de la leche
gue precipitan a pH 4,6, siendo este su punto isoeléctrico). El 20% restante
son proteinas del suero y son solubles en condiciones normales. Dentro del
grupo de las caseinas existen 4 moléculas: as1-caseina, as2-caseina, B-
caseina y k-caseina y se caracterizan en general por tener un tamafo
mediano (aprox. 200 aminoacidos, siendo algo menor la k-caseina). Todas
estas moléculas tienen variantes genéticas, producidas por sustitucion de
aminoacidos y en algunos casos por deplecion (Farell et al., 2004).



Dentro de los minerales que encontramos en la secrecion lactea, los
principales son potasio, sodio, calcio, magnesio cloro y fosfato. Las sales se
encuentran parcialmente ionizadas. También encontramos acidos organicos
como iones o como sales, siendo el mas abundante el citrato. Finalmente,
existen muchos otros componentes en cantidades traza (Walstra et al.,
2006).

Tabla 1.Perfil de acidos grasos promedio. Adaptado de Moate et al. (2007).

Acidos grasos (g/100g) Media 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
C14:1 1.08 0.36
C15:0 1.05 0.33
C16:0 25.18 4.98
Ci16:1 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 (EPA) 0.1 0.11
C22:6 (DHA) 0.07 0.07
Saturados 58.83 16.89
Monoinsaturados 27.56 8.97
Polinsaturados 4.9 3.33

CLA= acido linoleico conjugado
EPA= acido eicosapentanoico

DHA= acido decosahexaenoico

d) Sintesis de lagrasade laleche

Los AG encontrados en leche provienen mayoritariamente de 4 vias:
directamente de la dieta, formados en el rumen (por biohidrogenacion o
degradacion bacteriana), liberados de reservas corporales del animal y
sintetizados de novo en la glandula mamaria (Stoop et al., 2009).



Los AG provenientes de la dieta son aquellos que son ingeridos y escapan
del proceso ruminal sin sufrir modificaciones, siendo absorbidos a nivel
intestinal (Bauman y Griinari, 2001). Estos se transportan como triglicéridos
en complejos denominados lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y la
absorcion mamaria depende de la accién de una enzima, la lipasa
lipoproteica, que reside en la pared capilar de la célula. Los AG pueden ser
grasas inertes, es decir que no sufren modificaciones a nivel ruminal y son
absorbidos directamente a nivel intestinal. Si bien la tasa de escape es
dependiente en gran medida de la cantidad del AG que entra por la dieta, las
bacterias ruminales son altamente eficaces en sus procesos y por tanto la
gran mayoria de los AG sufre transformaciones a nivel ruminal. Ejemplos
relevantes de esta via son los &cidos linoleico (C18:2n-6) y linolénico
(C18:3), ambos AG provenientes de la dieta y que llegan a la glandula
mamaria preformados.

Como se menciond, el rumen es un lugar de gran actividad metabdlica
donde las bacterias presentes provocan cambios dramaticos en los lipidos
de la dieta, es aqui que surge la divergencia entre el perfil de AG ingeridos
(mayoritariamente insaturado) y el perfii de AG que sale del rumen
(mayoritariamente saturado). Los dos procesos principales que ocurren a
este nivel son la hidrdlisis de los enlaces ésteres de los lipidos (lipolisis) y la
biohidrogenacion de los AG insaturados (Bauman et al., 2003). A su vez, las
bacterias sintetizan AG de novo a partir de precursores carbonados, por lo
tanto, los AG que salen del rumen pueden ser de origen dietario o
microbiano. La lipdlisis de glicolipidos, fosfolipidos y triglicéridos de la dieta
genera AG libres y es el paso previo y obligatorio (necesidad de un grupo
carboxilo libre en el AG) a la biohidrogenaciéon de los AG insaturados
(Chilliard et al., 2000). Las lipasas responsables de esta reaccion son
mayoritariamente de origen bacteriano, si bien se ha reportado la existencia
de estas enzimas en los protozoarios ruminales, la saliva del animal y en las
propias plantas, estas tienen muy baja actividad. Anaerovibrio lipolytica es la
bacteria identificada como principal responsable en la lipdlisis de triglicéridos
mientras que Butyrivibrio fibrisolvens es para los glicolipidos y fosfolipidos
(presentes en los forrajes; Harrfot y Harzlewood, 1988). Los PUFA son
isomerizados antes de comenzar el proceso de biohidrogenacion. Los dos
PUFA que se encuentran en mayor cantidad en la dieta del ganado lechero
son los acidos linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3), las trasformaciones
ruminales (isomerizacion y biohidrogenacion) que estos sufren en el rumen
se presentan en la Figura 1. Como se ha mencionado, la biohidrogenacién
ruminal reduce considerablemente la cantidad de AG insaturados que llegan
al intestino, solo el 8 y el 20% del C18:2 y C18:3 respectivamente escapan
del proceso (Chilliard et al., 2000) mientras que C18:0 es el unico AG que
llega al intestino en mayor cantidad de lo que es consumido en la dieta (Wu
et al.,, 1991). Sin embargo, el proceso de biohidrogenacion es incompleto
generandose algunos AG insaturados intermedios que escapan del rumen
(Chiliard et al., 2000). Por ejemplo, el cis-9, cis-12 C18:2 es isomerizado a
cis-9, trans-11 C18:2 (CLA), luego es hidrogenado en primer término a trans-
11 C18:1 (4cido vaccénico) y luego a C18:0 (4cido estearico). Dado que este
ultimo paso es limitante en el proceso, el acido vaccénico tiende a
acumularse (Harfoot y Hazlewood, 1988). Sea por la via del C18:2 o C18:3,



el CLA que se forma como intermediario y escapa del rumen representa
menos del 10% del total encontrado en leche (Kay et al., 2004). El isébmero
principal del CLA en leche de rumiantes es el &cido ruménico (cis-9 trans-11
C18:2;) es sintetizado en la glandula mamaria a partir del precursor trans-11
C18:1 via desaturacion por medio de la enzima delta 9 desaturasa (Griinari y
Bauman, 1999). Esta enzima muestra mayor afinidad por el C18:0 y en
segundo lugar por el C18:1 mostrando muy poca actividad desaturasa en AG
< a C16:0 (Chiliard et al., 2000), esto es relevante ya que al menos explica
en parte que los AG de cadena corta y media sean saturados en su mayoria.

cis-9, cis-12 C18:2 cis-9, cis-12, cis-15 C18:3~~. _ _

Acido linoleico Acido linolénico R

l(:h‘upo AvB f?'Cn'}"?.S'—lO._ cis-12 C18:2
|
I
Grupo A cis-9, trans-11, cis-15 C18:3 v
trans-10
lepo AvyB I

cis-9, trans-11 C18:2 trans-11, cis-15 C18:2

A
| C18:0
G“‘M Grupo A Grupo B

trans-11 C18:1 trans-15 and cis-15 C18:1

Acido vaccénico

Grupo B l

C18:0

Acido estedrico

Figura I. Biohidrogenacion ruminal. Adaptado de Bauman et al., 2003.

Por otro lado, se encuentran los AG liberados de las reservas corporales. El
tejido adiposo almacena AG en forma de TG, en los rumiantes, C16:0, C18:0
y C18:1cis son los mayoritarios (Rukkwuamsuk et al., 2000). En momentos
de movilizacion de reservas corporales como ocurre en lactancia temprana
y/o balance energético negativo la lipdlisis de las reservas libera estos AG
gue circulan en forma de AG no esterificados (NEFA) en el plasma
sanguineo. Por lo tanto, la cantidad de NEFA circulantes es proporcional al
grado de movilizacion de reservas corporales. La glandula mamaria utiliza
estos metabolitos circulantes para incorporar AG de cadena larga a la grasa
lactea.

Aproximadamente 40 ¢/100g de los AG presentes en la leche son
sintetizados de novo en la glandula mamaria (todos los de cadena corta y el
50% de los de cadena media) a partir del acetato y betahidroxibutirato (BHB;
Chilliard et al., 2000). Estos derivan de la degradacion y fermentacion de
carbohidratos y proteinas de la dieta y son utilizados en el citoplasma de la
célula epitelial mamaria, para sintetizar AG de cadena corta, media (C4:0 al
C14:0) y aproximadamente la mitad del AG palmitico (C16:0). Este proceso
anabdlico en la glandula mamaria involucra principalmente dos enzimas:
acetil-coA carboxilasa (ACC) quien lleva adelante la formacién de malonil-
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CoA a partir del acetato y la AG sintasa (FAS) quien condensa el malonil-
COA con acetil-CoA o butiril-CoA a partir de acetato o BHB (Barber et al.,
1997). Esta reaccion produce C14:0 y en mayor medida C16:0.

La incorporacion de AG de cadena larga (sin importar su origen) por parte de
glandula mamaria es proporcional a la cantidad de estos en el plasma
sanguineo y la absorcion de estos depende de una lipasa lipoproteica
encontrada en la pared de la célula mamaria. Los AG de cadena larga son
potentes inhibidores de la sintesis de novo mediante accion directa sobre la
enzima ACC, mas aun, cuanto mas largos en su cadena carbonada y mayor
el grado de insaturacion, mayor es el efecto inhibitorio (Chilliard et al.,
2000). Por lo tanto, cuando este tipo de AG llegan a la glandula mamaria
(sean de origen dietario y/o de movilizacion de reservas), la fraccion de AG
sintetizados de novo experimentan una diminucion en leche (Chilliard et al.,
2000).

e) Calidad composicional de la grasa lactea: impacto en la salud
humana y aptitud tecnoldgica

La demanda mundial de alimentos ha cambiado en los ultimos tiempos, ha
incrementado el interés en alimentos de alta calidad en lo que refiere a
nutricion y seguridad. A modo de ejemplo en Estados Unidos, la demanda
por productos lacteos organicos (de base pastoril) supera la produccion de
los mismos (Croissant et al., 2007).

La materia grasa presente en la leche es una importante fuente para el
consumo de AG esenciales para el ser humano. Muchos de éstos son de
gran interés por sus caracteristicas nutracéuticas, benéficas para la salud.
Existe una tendencia creciente en aumentar el contenido de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) como omega-3 y el acido linoleico conjugado (CLA)
en la dieta, en especial el segundo por sus propiedades como antioxidante,
inhibicion de la carcinogénesis y de la aterogénesis, mejoradores de la
capacidad del sistema inmune, prevencion de la obesidad, efectos
antidiabéticos y mejoras en la mineralizacion 0sea (Pariza et al., 2001;
Bauman et al., 2001). A su vez, la concentracion de CLA permaneceria
inalterada en productos terminados tales como leche pasteurizada, yogurt o
gueso blanco untable reflejando una composicion similar a la de la leche
cruda utilizada en su elaboracion. La recuperacion de los CLA (y de su
isbmero precursor, el trans-11 C18:1) desde leche cruda a lacteos
transformados (leche pasteurizada, mantecas, quesos, yogures) estaria
garantizada si la industria parte de una leche natural alta en CLA (Gagliostro,
2004).

Existe evidencia de las ventajas significativas y especificas de los AG de la
leche sobre la salud humana, contrario a la percepcién publica generalmente
negativa de ser un alimento que contiene alto contenido de grasas
saturadas. El consumidor asocia a menudo la grasa saturada a riesgo de
enfermedad cardiovascular. Sin embargo, los AG saturados en la grasa
lactea varian en su estructura y muchos son neutrales o no tienen ningun
efecto sobre el colesterol del plasma (Bauman et al.,, 2006). Estudios
epidemiologicos no han encontrado evidencia e incluso han asociado en
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forma beneficiosa al consumo de leche y productos lacteos con variables de
riesgo de ateroesclerosis (Bauman et al.,, 2006). Los AG saturados de
cadena muy corta presentes en la leche (C4:0 a C10:0, 7 a 10% del total de
AG) no conducen a elevaciones en el colesterol ni se han asociado a
problemas cardiovasculares. Los AG contraindicados son los &cidos laurico
(C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0) ya que elevan el colesterol
plasmético total y el colesterol considerado nocivo (LDL) para el ser humano.
Otra cuestion a tener en cuenta refiere a la fraccion trans de AG de la leche,
si bien los AG trans se han vinculado a afecciones cardiovasculares por su
potencial ateroesclerotico, el mayor componente de esta fraccion en la leche
de los rumiantes es el trans-11 C18:1 el cual incluso algunos autores lo
categorizan como benéfico para el consumidor (Jutzeler van Wijlen y
Colombani, 2010).

Ademas del interés creciente sobre los aspectos saludables y terapéuticos
de la leche (Bauman et al. 2006), los cambios de la composicién relativa de
AG provocan modificaciones tecnoldgicas y sensoriales en los productos
lacteos. Por ejemplo, el punto de fusion de la materia grasa es mas alto
cuando la cadena carbonada es mas larga y el grado de saturacion de los
mismos es mas elevado. Ciertos compuestos asociados a la materia grasa
presentes en cantidades minimas (esterol, carotenos, etc.) también tienen
influencia sobre las caracteristicas de los productos lacteos. Todo esto
impacta sobre caracteristicas fisicas (ej; punto de fusién, dureza,
cristalizacion y fraccionamiento de la grasa lactea) asociandose por ejemplo
a una manteca mas suave con mejores caracteristicas de procesamiento y
de almacenaje (Fox y McSweeney, 1998). Croissant et al. (2007),
compararon la preferencia por parte del consumidor de leche producida en
sistemas pastoriles vs DTM, sugiriendo que el sabor y la nutricibn son dos
factores responsables de la creciente demanda por productos organicos.

La alimentacion pastoril es favorable en la obtencién de leches con mayor
contenido de CLA respecto a sistemas de alimentacion con DTM (Schroeder
et al. 2003). Esto sitta al sistema productivo regional en base de pasturas en
una posicion ventajosa respecto a la produccion de leche en otros paises
basada en estabulacién. Esta area de investigacion ha tenido un gran
desarrollo en la ultima década, ya que es posible a través de la nutriciéon
mejorar la calidad de la leche y tener un impacto natural sobre la salud
humana. Es por todo esto que en la actualidad existen algunos lugares
donde la industria ha comenzado a hacer un pago diferencial para aquellos
productores que integran pastura en la dieta de los animales (The Global
Dairy, 2015) cambiando el esquema clasico de pago por calidad donde se
valora solo la cantidad de componentes macro.

fy Cambios en los perfiles de &cidos grasos debido a la
alimentacion

Desde 1980 hasta el momento han habido esfuerzos en alterar los tres
componentes de la leche, pero los mayores cambios se han realizado en la
grasa de la leche y en la composicion de AG (Jenkins y McGuire, 2006).
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La seleccion genética para aumentar la grasa de la leche generalmente
conduce a un aumento de los AG de cadena corta y un decrecimiento de los
de cadena larga (Palmquist et al., 1993), relacion no beneficiosa para el
consumidor. La composicion de AG puede ser modificada especialmente por
la alimentacion y esto podria proveer de un perfil mas beneficioso para el
humano. Por lo tanto resulta primordial estudiar la composicion de la materia
grasa de la leche basada en distintas tacticas pastoriles integradas a DPM
en comparacion con DTM. Varios trabajos han estudiado la relacién entre
distintas dietas y la composicién de leche en términos de perfil de AG y
dentro de esto la concentracion de componentes nutracéuticos o de mayor
interés para el consumidor.

i.  Estudios en estabulacién con diferentes suplementos

Existen numerosos estudios en sistemas de estabulacion (usando DTM),
donde se evalla la produccién de leche y el perfil de AG, lo que es
consistente con el hecho de que la mayor parte de creacion de conocimiento
original disponible, proviene de los paises mas desarrollados donde los
sistemas productivos son intensivos y es donde se invierte mas en
investigacion. Por ejemplo, la suplementacion con semillas de girasol -ricas
en acido oleico y linolénico - disminuy0 la concentracion de materia grasa en
leche pero aumento la concentracion de CLA, y al combinarse con aceite de
pescado se obtuvo el mayor contenido de CLA; ninguna de éstas
combinaciones afectd la produccion de leche (AbuGhazaleh et al., 2003).
Por otro lado, existen estudios que integran DTM, forraje y suplementos
(siempre en estabulacion). Loor et al. (2005) estudiaron los efectos de dietas
con altas (65:35) y bajas (35:65) cantidades de concentrados y forraje y a su
vez el uso de aceite de semilla de lino (3% de materia seca), encontrando un
perfil de AG mas saludable para la salud humana al bajar la cantidad de
concentrado y usar como suplemento el aceite de semilla de lino.

Hallazgos similares documentaron Gao et al. (2009), suplementando con
semillas de linaza y soja (7.5% DMI), reportando ausencia de efectos
negativos sobre la produccion y componentes macro de leche, mientras
aumentaron los CLA, los AG monoinsturados (MUFA) y PUFA,
disminuyendo la relacion de omega 6/omega 3. A su vez, Dscaak et al.
(2011) concluyeron que suplementar con un 3% de la materia seca con
semillas de cartamo entera es una estrategia efectiva para aumentar los
CLA, MUFA Y PUFA, sin presentar efectos negativos sobre la produccion de
leche.

La mayoria de los estudios han examinado el uso de aceites marinos o
vegetales, semillas oleaginosas o lipidos inertes protegidos de la
degradacion ruminal, con mucho menos atencién puesta en la composicién
de AG de las pasturas (Dewhurst et al., 2006). Hasta aqui hemos revisado
distintas estrategias de produccion en estabulacién, en nuestro sistema de
produccion resulta mas interesante la cosecha directa del forraje por parte
de los animales.

ii.  Animales en pastoreo con suplementacion
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Se ha reportado un alto potencial de aumentar los niveles de MUFA y PUFA
en la leche usando pasto fresco, no obstante, los niveles alcanzados en los
sistemas exclusivamente pastoriles son mucho menores que cuando éstos
se combinan con concentrados ricos en PUFA o grasas protegidas del
metabolismo ruminal (Dewhurst et al., 2005). De todas formas se destaca el
uso de forrajes debido al bajo costo y a la imagen positiva con que lo percibe
el consumidor final, el cual busca un alimento de mayor valor nutritivo sin
demasiado costo agregado (Dewhurst et al., 2006). AbuGhazaleh y Holmes
(2007) suplementando vacas en pastoreo con aceite de pescado y semillas
de girasol reportaron que la produccion de leche, asi como materia grasa y
proteinas de la misma no difirieron entre tratamientos, mientras que la
concentracion de cis-9, trans 11-CLA fue mayor para el grupo suplementado
gue para el control (1.64 vs 0.849/100g). De forma similar Flowers et al.
(2008) reportaron que el uso de aceite de linaza aumenté de forma
proporcional la concentracion de cis-9, trans-11 CLA, sin afectar la
produccién de leche. Zunong et al. (2009) reportaron que el uso de ensilado
de pulpa de papa aumento la concentracion de CLA en la leche de vacas en
pastoreo.

iii.  Uso de pasturas y Dietas Totalmente mezcladas

La alimentacion pastoril respecto a una basada en DTM es favorable en la
obtencion de leche con un perfil diferencial con aumentos de algunos
componentes especificos como C18:3 y CLA (Gagliostro et al., 2003). Esto
sitla al sistema productivo regional en base de pasturas en una posicion
ventajosa respecto a la produccion de leche mundial basada en
estabulacion.

Croissant et al. (2007) encontraron una tasa menor de AG
saturados/insaturados y un 60% mas CLA y 45% mas de trans 11 18:1
(precursor de CLA), MUFA y PUFA en leche en pastoreo que la producida
en base a DTM. Similares hallazgos fueron reportados por Ellis et al. (2006),
asi como una tasa menor de n-6/n-3. Asimismo, Schroeder et al. (2003)
encontraron gque vacas en pastoreo producen leche reducida en contenido
de AG de cadena corta y media (C4 a C14) y con mayor cantidad de C18:3y
CLA frente a vacas alimentadas con DTM. Esto es consistente con reportes
gue afirman que el aumento en la ingesta de la pastura fresca resulta en un
aumento de 2 a 3 veces en el contenido CLA en la leche (Stanton et al.
1997; Kelly et al., 1998; Chilliard et al., 2001; Kraft et al., 2003; Dewhurst et
al., 2006). La produccién de grasa en leche decrece cuando se suministra
dietas altas en concentrados, a su vez el perfil de AG muestra un incremento
en la proporcion de los de cadena corta y media en relacion con los de
cadena larga (Loor et al., 2005). Schroeder et al. (2003) concluyeron que
vacas en pastoreo experimentan una reduccion en la sintesis de AG de novo
y un incremento de C18:3 y CLA frente a animales alimentados con DTM,
incluso usando suplementos para aumentar el consumo de CLA en DTM.
Altos contenidos de C18:3 en leche son observados en vacas consumiendo
pasturas de alta calidad y esto se debe a el alto contenido de este AG en los
forrajes (Dewhurst et al.,, 2001; Mackle et al., 2003). El contenido de AG
insaturados en las pasturas es alto (70-90%) con gran cantidad de linoleico y
linolénico (Schroeder et al., 2004). La estrategia mas eficaz para aumentar el
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contenido de CLA y PUFA de la leche es por lo tanto, la suplementacion
estratégica de las dietas de vacas en pastoreo (Murphy et al., 1995; Lawless
et al., 1998; Flowers et al., 2008).

Los trabajos analizados en su mayoria reportan diferencias en el perfil de AG
en leche ante cambios de alimentacién contrastantes (DTM vs Pasto) siendo
los menos (Loor et al., 2003) los que combinan DTM con diferentes
cantidades de consumo de pasto. Recientemente, se han publicado a nivel
internacional los resultados de un experimento realizado en nuestro pais
(Mendoza et al., 2016) donde se ofrece pasto cortado a vacas estabuladas
alimentadas en base a DTM, variandose el tiempo de acceso al pasto
ofrecido en comederos (sin pastoreo). Estos autores encontraron que el
acceso de 8 h al pasto cortado vs 0 h de acceso, generé un consumo de un
16% de MS diaria proveniente de la pastura y esto produjo leche de
caracteristicas mas saludables (cantidades aumentadas de trans-11 C18:1,
cis 9-trans 11 CLA, y C18:3). En la misma linea, Loor et al. (2003) reportaron
diferencias en el perfil de AG de vacas sin pastoreo respecto de vacas
pastoreando con un consumo diario de casi un 30% de MS proveniente de la
pastura. Este tipo de trabajo donde vacas alimentadas en base a DTM que
se combina con momentos de pastoreo agrega mas complejidad aun, pues
se agrega la posibilidad de seleccion de pasto por parte del animal y el gasto
diferencial de energia que provoca la caminata y el pastoreo. Hemos
encontrado otros trabajos donde se combina DTM y pastoreo (Bargo et al.,
2006; Morales-Almaraz et al., 2010) que se alinean a los resultados
generales descritos anteriormente, sin embargo, todos estos trabajos
compararon grupos de animales sometidos a manejos diferenciales en
lactancia media y ninguno de los citados evalta el perfil de AG de vacas
sometidas a diferentes tratamientos desde el inicio de la lactancia.

Por otro lado, existen muy pocos estudios enfocados al efecto de cambios
de dieta sobre la calidad del producto (en términos de perfiles de AG). A lo
largo del afio, ocurren desbalances entre la produccion de pasturas y
requerimientos del rodeo (Chilibroste et al., 2007; Wales et al., 2013)
generando que las vacas deban alternar entre momentos de confinamiento
siendo alimentadas en base a DTM y otros que cambian a DPM en
combinacién con pastoreo. Las vacas se adaptan a nuevas dietas o a
cambios en el manejo de alimentacion por diferentes mecanismos que
incluyen patrones de pastoreo diferenciales que le permiten compensar
variaciones en la disponibilidad de nutrientes y mantener asi la ingesta y la
produccion (Peyraud et al., 1996; Chilibroste et al., 2012 ; Mattiauda et al.
2013). Khanal et al. (2008) describen una disminucién de AG de cadena
corta y media y un aumento en el contenido de CLA y C18:3 al pasar vacas
de un tratamiento 100% DTM a uno 100% pastoril. No hemos encontrado
reportes respecto a como se afectan los perfiles de AG cuando animales
sometidos a una DTM durante el posparto temprano pasan a un sistema
mixto de produccién (DPM + pastoreo).

Visto lo anterior, nuestra busqueda se orienta a observar que sucede en
sistemas mixtos, dado que la cadena lactea uruguaya, viene experimentando
grandes cambios en la nutricién y en el manejo animal. Esto, sumado a las
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tendencias del mercado mundial, exige una comprensién de cémo se ve
afectada la fraccion de AG de la leche ante dichos cambios.
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CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

El sector lacteo uruguayo ha experimentado grandes cambios a nivel
productivo. En los Ultimos afios se observa una disminucion del area
dedicada a dicha actividad, asi como una baja en el numero total de
establecimientos. En contraste con esto la produccion de leche en litros por
hectarea ha ido en aumento, asi como la produccion de leche en litros por
animal. Estos cambios se sustentan por el uso cada vez mayor de
concentrados y reservas forrajeras en detrimento del pastoreo directo por
parte de los animales.

La alimentacion es el factor mas influyente en la composicion de la materia
grasa. Existen en la leche mas de 400 AG (algunos esenciales), algunos con
propiedades benéficas para el ser humano. Las cantidades de estos AG
dependen basicamente de la alimentacion del ganado por lo tanto se puede
lograr un perfil de AG diferencial con propiedades benéficas para el
consumidor. A nivel nacional, se ha reportado que la condicion corporal
afecta el perfil de AG en vacas sobre pastoreo controlado (Artegoitia et al.,
2012), y recientemente se ha demostrado un perfil de AG beneficial para el
consumidor en leche de vacas alimentadas con pasto cortado respecto
vacas alimentadas a DTM (Mendoza et al., 2016).

Tomando en cuenta los cambios dinamicos de la alimentaciéon que han
tenido lugar en nuestro pais para aumentar el consumo de MS, la relevancia
del mantenimiento de las pasturas de forma importante para bajar los costos
de alimentacion (Chilibroste et al.,, 2011), la buena imagen del sistema
pastoril de produccion de leche frente al consumidor (Croissant et al., 2007)
y para incrementar la calidad de leche en términos del perfil de AG
(Schroeder et al., 2003) en estos sistemas, es de interés generar informacion
gue nos permita integrar estos aspectos. Se debe considerar que las vacas a
inicios de lactancia presentan bajas tasas de consumo en pastoreo y bajos
tiempos efectivos de pastoreo, lo cual podria estar limitando el consumo
potencial en animales con un tiempo de acceso a la pastura restringido
(Chilibroste et al., 2012). Ademas, seria esperable que en la lactancia
temprana el aumento en el tiempo de acceso a la pastura permitiera el
aumento en el consumo de MS.

En trabajos con DTM y pasturas, las respuestas productivas dependen
directamente de la relacién de pastura y DTM de la dieta. Los animales
alimentados con 100 % pastura produjeron un 30 % menos leche que
animales alimentados con 100 % DTM (White et al., 2002). Cuando las
combinaciones se acercan al 50 % de pastura, las diferencias en produccion
fueron del 16 % (Bargo et al., 2002). Con consumos de 32 % de pastura,
Vibart et al. (2008) no encontraron diferencias significativas en leche
corregida por grasa respecto a 100 % DTM.

Por otro lado, y como se menciond anteriormente es conocido que las vacas
se adaptan a nuevas dietas 0 a cambios en el manejo de alimentacion,
especificamente existen antecedentes de los cambios en el perfil de AG
cuando vacas alimentadas con DTM pasan a un régimen 100% pastoril
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(Khanal et al., 2008), pero se desconoce el efecto del cambio a un sistema
mixto (DPM + 6 h de pastoreo).

En esta tesis se busco abordar esta problemética examinando por un lado el
impacto del uso de DTM vs DPM y pastoreo con diferentes tiempos de
acceso durante la lactancia temprana sobre el perfil de AG en leche; y por
otro determinando el perfil de AG cuando vacas sometidas a DTM dos
meses luego del parto, pasan a la estrategia DPM y pastoreo.
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HIPOTESIS

Es posible modificar las fracciones de acidos grasos (especialmente acidos
linoleicos conjugados y fraccion n-3) usando estrategias de alimentacién
mixtas vs Dieta Totalmente Mezclada en vacas lecheras durante la lactancia
temprana, manteniendo un nivel de produccién competitiva. A su vez, un
aumento en el tiempo de acceso al pastoreo impactara sobre el perfil de AG.
Ademés, el perfil de AG de la leche reflejard los cambios de dieta,
especificamente en vacas siendo alimentadas con DTM durante los primeros
dos meses posparto se les ofrece un sistema mixto.
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OBJETIVOS

a) Objetivo general

Contribuir al conocimiento respecto del impacto de diferentes estrategias de
alimentacién durante la lactancia temprana sobre el perfil de AG en leche.

b) Objetivos especificos

Comparar el perfil de AG en leche de vacas multiparas en lactancia
temprana alimentadas con DTM ad libitum o una dieta mixta compuesta por
DPM (50% de la oferta de materia seca; MS) y pastura (50% de la oferta de
MS), ofrecida en 6 h de acceso al pastoreo (una sesion) o 9 h de acceso al
pastoreo (dos sesiones).

Evaluar el perfil de AG en leche cuando vacas alimentadas en base a DTM
durante la lactancia temprana son cambiadas a una dieta mixta (DPMy 6 h
de pastoreo) y compararlo con el perfil de AG de vacas alimentadas con la
dieta mixta desde el inicio de lactancia.

19



MATERIALES Y METODOS

a) Manejo animal y pre parto

El protocolo experimental fue evaluado y aprobado por la Comisién
Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA — UdelaR).

Se seleccionaron 27 vacas Holando multiparas (4.5 + 1.81 lactancias) de
partos de otofio, pertenecientes al rodeo lechero de la Estacion Experimental
Mario A. Cassinoni, Ruta 3 km 363, Paysandu, Uruguay de Facultad de
Agronomia. Las mismas fueron bloqueadas por niumero de lactancia, fecha
probable de parto, condicién corporal (CC) y peso corporal 30 dias previos al
parto. De la semana -8 a la semana -4 pre-parto se realiz6 un manejo
alimenticio del pre-parto, para lograr una CC del rodeo entre 3 y 3,5 (escala
de 1 a 5, Edmonson et al., 1989). Durante las cuatro semanas previas al
parto se realizé un manejo con ensilaje de maiz como fuente de fibra y
concentrado comercial pre parto, minimizando las pérdidas de condicion
corporal y posibles patologias al parto. Semanalmente se realizaron
mediciones de CC y peso vivo, siendo la CC al parto (-4 + 3 dias al parto) de
3.2+ 0.2 y un peso vivo de 753.0 + 51.0 kg.

b) Disefio experimental y tratamientos

El disefio experimental fue de bloque al azar y los animales fueron
asignados a uno de tres tratamientos como fue descrito por Fajardo et al.
(2015). Durante un primer periodo, comprendido entre los 0 y 60 dias post
parto (DPP), los tres tratamientos accedieron diariamente a la misma oferta
de alimentos en base seca y fueron los siguientes: a- 100% DTM (GO; n= 9):
encierros al aire libre con oferta de DTM ad-libitum; b- DPM + pastoreo (G1;
n= 10): las vacas luego del ordefie am pastorearon en praderas de 2° o 3°
afio, con un tiempo de acceso a la pastura de 6 h diarias (0800 a 1400 h). Se
suplement6é con DTM (50% del peso de la dieta) a los animales en la tarde,
luego del ordefie pm, en bateas grupales. c- DPM + 2 pastoreos (G2; n= 8):
9 h de pastoreo en 2 sesiones (0800 a 1400 h y 1700 a 2000 h), se realizo
suplementacién nocturna (50% del peso de la dieta) con DPM.

En un segundo periodo comprendido entre los 61 y 90 DPP los tratamientos
fueron los siguientes: a- G1: los animales del G1 del primer periodo fueron
mantenidos bajo el mismo tratamiento. b- Post-DTM: Los animales del grupo
GO fueron tratados igual a G1 (50% DPM+ 6 h de pastoreo de 0800 a 1400
h).

c) Pastura

Luego del parto, las vacas pastorearon sobre pasturas de 2° y 3° afio en
base a una pastura de Festuca arundinacea, Trifolium repens y Lotus
corniculatus, con una asignacion objetivo de 17 kg de materia seca por vaca
y por dia, igual en ambos tratamientos, en potreros alejados 1.7 km de la
sala de ordefie. Una nueva franja de pastoreo fue asignada cada semana
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estimando 15.0 kg MS/vaca/dia sobre los 4 cm. La masa de forraje (kg
MS/ha) fue estimada usando el método comparativo de produccién adaptado
de Haydock y Shaw (1975) con una escala de 5 puntos y tres replicas en
areas representativas de la pastura. Todas las medidas fueron realizadas
acorde a Fajardo et al. (2015).

Las vacas GO fueron alimentadas en base a DTM en una relacién
forraje/concentrado de 45/55 (Tabla 2). La dieta fue formulada acorde a NRC
(2001) ofreciendo diariamente 30 kg MS/d, con la meta de un rechazo del
15% y una produccion de leche objetivo de 40 kd/d. A los 49 DPP, la oferta
de DTM fue aumentada a 34 kg MS/vaca/d para mantener el rechazo del
15% en el tratamiento GO, y a 17 kg MS/vaca/d en G1 y G2. Acorde a esto,
la oferta de pasto fue aumentada para mantener la relacién 50% DPM y 50%
DTM en los tratamientos de pastoreo (G1 y G2). Sin embargo, las
proporciones de consumo registrados en los tratamientos de pastoreo fueron
72.5 % DPM y 27.5 % pastura para las vacas G1 y 65.6 % DPM y 34.4 %
pastura para las vacas G2 (Fajardo et al., 2015).

La DTM fue ofrecida 2 veces al dia, 40% en la mafiana y 60% en la tarde
para el tratamiento GO y para G1 y G2, la DPM fue ofrecida una vez al dia en
la tarde. Las vacas del GO fueron mantenidas siempre en confinamiento
(potreros a cielo abierto con piso de tierra y cajones de madera para
alimentacion grupal) acceso libre a la DTM y agua. Las vacas G1 tuvieron
acceso al potrero de pastoreo de las 0800 a las 1400 h y luego del ordefie
de la tarde fueron mantenidas en confinamiento con acceso a DPM y agua
hasta las 0400. Los animales del tratamiento G2 tuvieron acceso al potrero
de pastoreo de 0800 a 1400 h y de 1700 a 2000, siendo luego confinados
con acceso a DPM y agua hasta las 0400 h. Las condiciones de
confinamiento fueron en todos los casos iguales y todas las vacas fueron
ordefiadas 2 veces al dia alas 0500 y a las 1500 h.

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

Pastura del dia

Nutriente DTM Pastura del dia 45 65
MS, g/kg 492 +29.8 371+ 21 279+ 14
PC, g/ kg DM 149 + 23.7 146+ 7.4 184 +13.9
FND, g/kg MS 348 +41.2 531 +3.3 427 +3.0
FDA, g/kg MS 189 + 31.0 272+ 6.8 201+25
Ceniza, g/lkg MS 72+8.8 10.2+0.7 11.4+05
ENL, Mcal/kg 1.63 6.28 1.7
Acidos grasos, g/100g

C10:.0 0.02 0.26 0.46
C14:0 0.11 0.55 0.72
C16:0 19.74 23.15 27.58
Cl6:1 0.12 0.59 0.62
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C18:0 4.63 6.32 6.7

C18:1cis 29.72 6.56 6.3
C18:2cis(n-6) 36.97 12.19 12.28
C18:2trans 0.12 Nd Nd
C18:3(n-3) 2.35 20.01 20.61
C20:0 0.98 2.35 2.03
C20:1cis 0.45 Nd Nd
C20:2cis(n-6) 0.49 Nd Nd
C20:4(n-6) 0.32 Nd Nd
C21:.0 0.12 Nd Nd
C22:0 1.1 4.96 3.87
C22:3 0.3 Nd Nd
C23:.0 0.31 0.97 0.8
C24.0 1.16 4.18 3.81
C25:.0 0.17 0.98 1
C26:0 0.27 7.18 7.16
C28:.0 0.11 4.65 3.79
n-6/n-3 16.06 0.61 0.60
Grasa, g/100g 7.28 2.05 1.57

nd = no detectado

d) Mediciones experimentales y analisis de muestras
i.  Mediciones en los animales

La produccion de leche se registré 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 compaosicion
guimica de su produccion mediante espectrofotometria de infrarrojo cercano
(Near Infrared Reflectance Spectroscopy-NIRS, Milko-Scan, Fross Electric,
Hillerdd, Denmark).

ii.  Determinacion del perfil de &cidos grasos en leche y alimentos

El perfil de AG fue determinado en muestras de leche a los 47 = 12 DPP
para los tratamientos GO, G1 y G2. Ademas, para estudiar la adaptacion a la
dieta G1 de las vacas GO, se determiné el perfil de AG a los 63 + 11 DPP,
dos dias después del cambio de dieta en las vacas GO (Post-DTM) y en las
vacas G1 (control). Para simplificar la informacion el perfil de AG
correspondiente al dia 47 DPP se definira como 45 DPP, y el 63 DPP como
65 DPP. Ademas, se determiné el perfil de AG en una muestra de la DTM
usada y una muestra de la pastura correspondiente a cada periodo (Tabla
2). La grasa lactea se extrajo segun Folch (1957) (los solventes de
extraccion fueron: Metanol y Cloroformo) y luego se realizé una metilacién
de los &cidos grasos segun el 25 procedimiento del descrito por IUPAC
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2.301 (Mossoba et al., 1996). Los ésteres metilicos de los AG fueron
identificados y cuantificados utilizando un cromatégrafo gaseoso (Agilent
Technologies 6890, Palto Alto, CA, USA) conectado a un espectrometro de
masa (Agilent Technologies 5973) con ionizacidén por impacto electrénico. Se
us6 una columna capilar SP 2560 (100 m x 0.25 mm i.d. con 0.2-uym espesor
del film; Supelco Inc., Bellefonte, PA). Los valores de temperatura del horno
del cromatégrafo gaseoso, los valores de presion y el flujo del gas helio, asi
como las temperaturas de la fuente de ionizacién y del cuadrupolo del
espectrémetro de masa y el rango de masas fueron descritos previamente
(Moore et al., 2004 - 2005). Se identificé cada uno de los AG por su tiempo
de retencion y el espectro de masa caracteristico. Se cuantifico el porcentaje
de cada uno por normalizacién de las areas de cada AG, obteniéndose el
porcentaje masico de cada uno. Las muestras fueron corridas en duplicados
y el estdndar FAME (Supelco 47885-U, Bellefonte; 37 FAME from C4:0 to
C24:0) fue analizado a intervalos regulares con propésitos de control de
calidad, y determinar factores de correccién para cada AG individual. Los
CVs intra e inter ensayo para cada analito medido fueron en promedio 3-6%
respectivamente. La composicion de AG de la grasa lactea y de los
alimentos fue expresada como gramos de cada AG individual por 100
gramos del total de AG. Los isomeros de CLA fueron reportados como la
suma de todos los isbmeros de linoleico con dobles enlaces conjugados cis y
trans.

e) Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico SAS (SAS
Institute Inc., 2005 Cary, NC, USA.). Los datos de produccién, composicion y
las fracciones de AG en leche fueron analizados en un disefio de bloques al
azar usando medidas repetidas, mediante el procedimiento MIXED, con el
tratamiento, dia posparto e interaccion como efectos fijos y el bloque como
efecto aleatorio. Se utilizé el procedimiento de Kenward-Rogers para ajustar
el grado del denominador de libertad. Se realizaron pruebas de Tukey-
Kramer para la separacion de las medias. Las medias se reportaron como
medida de los minimos cuadraticos 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

a) Efecto de la estrategia de alimentacion en lactancia temprana
sobre el perfil de &cidos grasos a los 45 DPP

La produccién de leche (38.5, 33.6, 36.2 + 1.6 L/d para GO, G1, G2,
respectivamente), grasa (4.14, 3.73, 3.40 £ 0.31 g/100g para GO, G1, G2,
respectivamente) y lactosa (4.93, 4.94, 4.86 £+ 0.08 g/100g para GO, G1, G2,
respectivamente), no mostraron diferencias entre los tratamientos. El
contenido de proteina (3.37, 3.11, 2.99 + 0.07 g/100g para GO, G1, G2,
respectivamente), fue mayor en GO que para los tratamientos pastoriles (G1
y G2; p = 0.011) en la 72 semana de lactacién, correspondiente a la semana
donde se determind el perfil de AG (Tabla 3)

Tabla 3. Produccion y composicion de leche de vacas alimentadas con Dieta
totalmente mezclada (G0), 50% Dieta Parcialmente Mezclada (DPM) y 6 h
de acceso a pastoreo en una sesion (G1), 50% DPM y 9 h de acceso a
pastoreo en dos sesiones (G2) ala 72 y 9% Semana.

72 SL 92 SL
Estrategia de Post- p-

] ] GO G1 G2 EEM p-valor Gl EEM
alimentacién DTM valor
Leche, L/d 38.46 33.60 36.19 1.60 0.123 36.72 37.08 1.83 0.900
Solidos, g/100g 12.45 11.79 11.25 0.39 0.161 12.81 12.10 0.33 0.191
Grasa, g/100g 414 3.73 3.40 0.31 0.299 4.58 3.80 0.30 0.123

Proteina, g/100g  3.37* 3.11° 2.99° 0.07 0.011 3.34 3.26 0.07 0.424
Lactosa, g/100g  4.93 494 4.86 0.08 0.751  4.99 5.01 0.08 0.850

Solidos= Grasa+Proteina+Lactosa
2Pmedias con superindices diferentes difieren (p < 0.05)

La fraccién de novo de AG en la grasa lactea fue mayor para los grupos GO
y G1 que para G2 (Tabla 4). Los acidos caprico y miristico (C10:0, C14:0,
respectivamente), que representaron el 65% del total de esta fraccién, no
mostraron diferencias entre GO y G1, pero fueron menores en leche de las
vacas G2. El 4cido laurico (C12:0; 14% del total de la fraccion de novo) fue
diferente entre los tratamientos, siendo mayor en GO y menor en G2. El
acido pentadecilico (C15:0) tendié a ser mayor en GO que en G2, mientras
gue los acidos caproico y caprilico (C6:0 y C8:0 respectivamente; Tabla 5)
tendieron a ser mayores en G1 que en G2.
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Tabla 4.Componentes de &cidos grasos de vacas alimentadas con Dieta
Totalmente Mezclada (G0), 50% Dieta Parcialmente Mezclada (DPM) y 6 h
de acceso a pastoreo en una sesion (G1), 50% DPM y 9 h de acceso a
pastoreo en dos sesiones (G2) a los 45 Dias Post-Parto.

Tratamientos

GO Gl G2 EEM P-valor

Origen de acidos grasos, g/100g de

acido graso

De novo (C4:0-C15:1) 23.09°  20.07* 1534  1.38 0.004
Origen mixto (C16:0 + C16:1) 37.3 34.91 34.66 1.83 0.561
Preformados (>C17:0) 39.49°  45.10*° 50.09°  2.68 0.045

Saturacién de acidos grasos,

g/100g de acido graso

Saturados 68.73 64.67 64.45 2.15 0.335
Monoinsaturados 27.09 30.91 31.16 1.95 0.301
Polinstaturados 412 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
C14:1/C14:0 0.08* 0.08% 0.05° 0.01 0.013
C16:1/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
A9l 0.30 0.31 0.30 0.02 0.783
RCLA 0.23 0.21 0.15 0.03 0.200

A9I: actividad desaturasa; (C16:1cis + C18:cis + 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

2P medias con diferentes superindices difieren (p < 0.05)

La proporcién de AG de origen mixto en la grasa lactea no fue diferente
entre los tratamientos (Tabla 4). Sin embargo, el acido palmitoleico (C16:1
cis) mostré una tendencia (p = 0.067) a ser mayor en la leche de vacas GOy
G1 que vacas G2.

El contenido de AG preformados en la grasa lactea fue mayor (+27%) para
las vacas G2 que en las vacas GO (p = 0.045), mientras que no se
encontraron diferencias entre estos grupos y G1. El acido estearico (C18:0;
representando un 25% de la fraccion de preformados en leche) fue
aproximadamente un 30% mayor para G2 que para los otros dos
tratamientos (GO y G1, p < 0.05).
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Tabla 5. Perfil de acidos grasos de vacas alimentadas con Dieta Totalmente
Mezclada (GO), 50% Dieta Parcialmente Mezclada (DPM) y 6 h de acceso a
pastoreo en una sesién (G1), 50% DPM y 9 h de acceso a pastoreo en dos
sesiones (G2) a los 45 DPP.

Tratamientos

GO G1 G2 EEM P-valor

Acido graso (g/100g)

C6:0 0.44*Y 0.47" 0.30" 0.05 0.076
C8:0 0.58%Y 0.53" 0.3¢" 0.06 0.057
C10:0 2.23? 1.82% 1.16° 0.19 0.003
C11:0 0.10° 0.06*° <0.01° 0.02 0.027
C12:0 3.69° 2.74° 1.87° 0.26 0.001
C12:1cis 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° 11.09° 9.39° 0.63 0.031
C14:1cis 0.98? 0.85% 0.49° 0.08 0.001
C15:0 2.29" 1.93%Y 1.57" 0.21 0.089
C16:0 35.28 32.98 33.22 1.82 0.634
C16:1cis 1.78" 1.72" 1.2¢6" 0.16 0.067
C16:1trans 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° 4.01° 4.712 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° 0.86% 1.00% 0.07 <0.001
C18:3(n-3) 0.28° 0.54° 0.74% 0.05 <0.001
C19:0 0.14" 0.22%Y 0.39" 0.07 0.072
C19:1 0.11 0.09 0.05 0.02 0.17
C20:0 0.15° 0.14° 0.18% 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

CLA: acido 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) + C23:0 + C24:0 + C24:1cis + C25:0 + C26:0

ab¢ medias con diferentes superindices difieren (p < 0.05)

*Y medias con diferentes superindices difieren (0.05 < p < 0.10)
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La estrategia de alimentacién en lactancia temprana no afecté el grado de
saturacion de los AG (SAT, MUFA y PUFA), ni la relacion
saturado/insaturado (Tabla 4).

El contenido de CLA en leche no fue afectado por los tratamientos (p <
0.12). La fraccion trans en leche fue mayor en los tratamientos pastoriles (G1
y G2) que en GO (p = 0.001), lo que es atribuible principalmente a diferencias
en la cantidad de &cido vaccénico (C18:1trans; p < 0.001) y al 4cido linoleico
(C18:2trans; p < 0.001).

El monto de &cido linolénico [C18:3(n-3)] que representd el 84% del total de
AG n-3 de la grasa lactea fue mayor para las vacas G2 y menor para las
vacas GO (Tabla 5). El total de AG n-3 fue mayor para ambos tratamientos
G1ly G2 que para GO, p < 0.005. En contraste, la fraccion n-6 fue mayor en
GO que en G1 y G2, esto sucedid principalmente a causa del contenido de
acido linoleico [18:2cis(n-6); 89% del total de la fraccién n-6 FA en leche] que
fue mayor en GO que en G1y G2 (p < 0.001, Tabla 5).

Estos resultados determinaron que la relacion n-6/n-3 en leche fuera casi
tres veces mayor en vacas GO que en G1y G2 (p < 0.001).

La relacion C14:1/C14:0 fue menor (p < 0.013) en el grupo G2 que en GO y
G1, mientras C16:1/C16:0, C18:1/C18:0 y la actividad delta-9-desaturasa no
mostraron diferencias entre los tratamientos.

b) Efecto del cambio a 6 horas de pastoreo luego de DTM en el perfil
de acidos grasos a los 65 DPP

La produccion de leche (36.7 y 37.1 £+ 1.8 L/d para Post-DTM y G1
respectivamente), grasa (4.58 y 3.80 = 0.30 g/100g para Post-DTM y G1
respectivamente) proteina (3.34 y 3.26 = 0.07 g/100g para Post-DTM y G1
respectivamente) y lactosa (4.99 y 5.01 + 0.08 g/100g para Post-DTM y G1)
no mostraron diferencias entre los tratamientos a los 65 DPP (Tabla 3).

La fraccion de AG de novo tendié (p < 0.1) a estar afectada por DPP y por la
interaccion tratamiento por DPP (p = 0.102). Mientras los AG de novo en las
vacas G1 fueron similares entre los 45 y 65 DPP, cuando las vacas GO
fueron cambiadas a 6 h de pastoreo (dieta de las vacas G1) redujeron la
fraccion de novo de AG (p<0.05, Tabla 6); principalmente debido a una
disminucién en C12:0 y C14:0 desde 45 a 65 DPP en vacas DTM, y en
menor medida de C15:0 y del acido miristoleico (C14:1cis) (Tabla 7).

La fraccibn de AG preformados fue afectada por la interaccién entre
tratamiento y DPP (p = 0.021), mientras esta fraccion se increment6 en las
vacas Post-DTM desde los 45 a 65 DPP, se mantuvo en el grupo G1 (Tabla
6).

En este sentido, el acido esteéarico (C18:0) y el acido vaccénico (C18:1trans)

aumentaron cuando las vacas GO fueron cambiadas a la pastura (Tabla 7),
mientras que el contenido de ambos se mantuvo en las vacas G1.
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Tabla 6. Efecto del cambio a 50% Dieta Parcialmente Mezclada (DPM) y 6 h
de pastoreo en una sesion (Post-DTM) luego de 100% Dieta Totalmente
Mezclada (GO) y 50% DPM y 6 h de pastoreo en una sesion (G1; como

control).
Tratamientos P-valor

Variable Dias GO/Post DTM Gl EEM T P P*T

Origen de acido graso,

g/100g de acido graso

De novo (C4:0-C15:1) 45 23.17°% 19.69%° 1.56 0.502 0.094 0.102
65 18.68" 19.64%

Origen mixto (C16:0 + C16:1) 45 36.27 34.8 21 0.763 0.168 0.166
65 31.77 34.82

Preformados (>C17:0) 45 40.50° 4550 2.92 0.921 0.026 0.021
65 49.54° 45.30%°

Saturacion de acido graso,

g/100g de acido graso

Saturados 45 67.43 64.63 256 0.772 0.070 0.331
65 61.94 62.87

Monoinsaturados 45 28.21 31.01 230 0.771 0.046 0.222
65 33.47 32.40

Polinsaturados 45 4.04 432 0.35 0.494 0.224 0.840
65 4.59 4.72

Saturados/Insaturados 45 2.26 192 0.24 0.821 0.088 0.124
65 1.69 1.89

n-3 45 0.42° 0.67* 0.08 0.079 0.611 0.192
65 0.55% 0.61%

n-6 45 2.93° 2.03° 0.16 0.013 0.398 0.032
65 2.52° 2.23"

n-6/n-3 45 8.52% 3.36° 0.75 0.009 0.018 0.001
65 4.69° 4.35

Trans 45 2.85° 5.27% 0.46 0.022 0.053 0.004
65 4.50° 4.87%

C14:1/C14:0 45 0.08"¥ 0.077 0.01 0.975 0.645 0.071
65 0.08"¥ 0.08"

C16:1/C16:0 45 0.06 0.06 0.01 0.910 0.482 0.730
65 0.06 0.07

C18:1/C18:0 45 2.65 2.69 0.32 0.459 0.389 0.455
65 2.69 3.19
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A9l 45 0.31 0.31 0.03 0.871 0.098 0.595

65 0.35 0.34
RCLA 45 0.23 0.18 0.04 0.617 0.457 0.510
65 0.24 0.25

A9I: actividad desaturasa; (C16:1cis + C18:cis + 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

2P¢ medias con diferentes superindices difieren (p < 0.05)

*Y medias con diferentes superindices difieren (0.05 <p < 0.10)

El contenido de C18:2(CLA) fue afectado por el tratamiento y mostré una
tendencia a ser afectado por los DPP. La leche de las vacas GO tendi6 a
presentar un aumento de CLA desde los 45 a los 65 DPP (Tabla 7), cuando
fueron cambiadas de dieta. A los 65 DPP no se observaron diferencias en el
contenido de CLA entre los grupos.

La fraccion de AG n-3 aument6 con el cambio a pastoreo (GO a Post-DTM)
(Tabla 6); esto fue debido principalmente al incremento observado en el
C18:3(n-3) en la leche de estas vacas (Tabla 7). En las vacas Post-DTM, la
fraccion n-6 disminuyo del dia 45 al 65 (Tabla 6), principalmente explicado
por una disminucion en el C18:2cis (n-6) y araquidonico [C20:4(n-6)] en el
mismo sentido (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto del cambio a 50% Dieta Parcialmente Mezclada (DPM) y 6 h
de pastoreo en una sesion (Post-DTM) luego de 100% Dieta Totalmente
Mezclada (GO) y 50% DPM y 6 h de pastoreo en una sesion (G1; como
control).

Tratamientos P-valor
Dias  GO/Post DTM G1 EEM T P P*T

C6:0 45 0.38 0.44 0.08 0.338 0.473 0.154
65 0.58 0.36

C8:0 45 0.53 0.5 0.08 0.235 0.81 0.443
65 0.57 0.42

C10:0 45 2.19 1.75 0.24 0.247 0.337 0.56
65 1.82 1.66

C10:1 45 0.16 011 0.01 0.105 0.301 0.218
65 0.12 0.12

C11:0 45 0.11% 0.05° 0.02 055 0.003 0.018
65 0.02° 0.04°

C12:0 45 3.77° 2.68° 0.31 0.214 0.035 0.026
65 2.63" 2.72°

C12:1cis 45 0.13 0.07 0.02 0215 0.216 0.153
65 0.06 0.08

C13:0 45 0.24 0.17 0.03 0.303 0.013 0.148
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C14:0

Cl4:1cis

C15:0

C16:0

Cl6:1cis

Clé6:1trans

C17:0

C18:0

C18:1cis

C18:1trans

C18:2cis(n-6)

C18:2(CLA)

C18:2trans

C18:3(n-3)

C19:0

C19:1

C20:0

C20:4(n-6)

Otros

65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65
45
65

0.13
11.97%
10.00"
0.99°
0.73°
2.34%
1.64°
34.28
30.01
1.82%
1.517
0.19
0.13
1.66
1.94
9.50"
11.76°
22.09
26.7
2.01°
3.56%
2.67%
2.36%
0.35”
0.77%
0.48
0.68
0.30”
0.48%
0.13
0.21
0.09
0.12
0.15
0.13
0.16"
0.09"
1.2
1.28

0.14
10.95%
10.877
0.81*°
0.91*
1.90%°
1.91%
32.94
32.82
1.69%
1.81%
0.18
0.21
1.83
1.89
10.73%
9.20°
23.33
24.78
4.10°
3.89%
1.69°
2.00°
0.68%
0.93%
0.85
0.77
0.55%
0.53%
0.25
0.21
0.08
0.12
0.14
0.11
0.11"
0.10
1.33
1.11

0.63

0.09

0.22

2.13

0.16

0.07

0.12

0.96

2.01

0.4

0.16

0.14

0.09

0.07

0.08

0.04

0.02

0.02

0.13

0.924

0.995

0.755

0.775

0.683

0.138

0.656

0.555

0.897

0.02

0.005

0.017

0.068

0.007

0.481

0.506

0.408

0.274

0.863

0.045

0.231

0.044

0.208

0.429

0.894

0.159

0.661

0.037

0.026

0.98

0.063

0.485

0.267

0.828

0.449

0.118

0.042

0.63

0.061

0.018

0.039

0.235

0.098

0.631

0.347

0.035

0.248

0.006

0.018

0.655

0.141

0.178

0.491

0.976

0.984

0.061

0.321

CLA: acido 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) + C23:0 + C24:0 + C24:1cis + C25:0 + C26:0

2P medias con diferentes superindices difieren (p < 0.05)

*Y medias con diferentes superindices difieren (0.05 <p < 0.10)

La relacion n-6/n-3 mostré una interaccién significativa entre el tratamiento y
los DPP (Tabla 6). Mientras que en el grupo Post-DTM se observé una
disminucién, no se observaron diferencias en el G1.

La fraccion trans de AG fue afectada por la interaccién (p = 0.004) del
tratamiento y los DPP, mientras aument6 en las vacas Post-DTM, no se
observaron cambios en G1 (Tabla 6). Esto se debe principalmente al
aumento en C18:1trans en la leche de las vacas Post-DTM a los 65 DPP
comparado con 45 DPP.
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DISCUSION

a) Efecto de la estrategia de alimentacion en lactancia temprana
sobre el perfil de &cidos grasos a los 45 DPP

La produccion de leche y composicion grasa durante la semana
correspondiente a la determinacion del perfil de AG no fue afectada por los
tratamientos. La produccién de leche diaria durante los primeros 60 DPP en
este mismo experimento (Fajardo et al., 2015), fue mayor en las vacas GO
que en Gl y G2 (37.2, 33.7 y 33.9 L/d para GO, G1 y G2, respectivamente;
Fajardo et al., 2015). Cabe sefialar que ademas del numero de
observaciones y periodo analizado, el nimero de animales de la presente
tesis es menor que el experimento realizado (Fajardo et al., 2015). La
produccién total de grasa no difirié en la presente tesis asi como tampoco en
el trabajo mencionado, sin embargo, se encontraron diferencias importantes
en el consumo de alimento (26.1, 20, 21.8 kg/MS/d, respectivamente;
Fajardo et al., 2015). Vibart et al. (2008) sugirieron una mayor eficiencia de
conversion cuando las vacas lecheras incluyen pastura en su dieta respecto
DTM.

El contenido de AG de novo y preformados fue afectado por la estrategia de
alimentacion a los 45 DPP. El grupo G2 presentd mayor cantidad de AG
preformados que GO y estos resultados son consistentes con reportes
previos donde se compararon tratamientos DTM vs DPM + pastoreo (Loor et
al., 2003; Bargo et al.,, 2006; Morales-Almaraz et al., 2010). EI mayor
contenido de AG preformados puede ser explicado por un incremento en la
utilizacion de lipidos consumidos, un aumento en la movilizacion de grasa
corporal o ambos (Palmquist et al., 1993). Los sistemas basados en dietas
pastoriles conducen a un consumo mayor de AG de cadena larga
insaturados siendo el C18:3 el mas importante en cantidad (50 -75%;
Dewhurst et al., 2006). Curiosamente, en este trabajo se encontraron
menores cantidades de C18:3 (20%) que lo esperado, mientras se
observaron altos contenidos de AG saturados de cadena muy larga (C20-
C28). Estos ultimos son considerados ceras que se localizan en la cuticula
de las hojas y aumentan bajo condiciones de sequia, como sucedio en este
estudio (Fajardo et al., 2015), con el fin de prevenir pérdidas de agua (Millar
et al., 1998). Ademas de esta composicidon particular, otras modificaciones
fisico-quimicas ocurren en las plantas en respuesta al estrés por sequia, por
ejemplo, el incremento de metabolitos secundarios como los fenoles,
compuestos que tienen la capacidad de disminuir la lipdlisis y la
biohidrogenacion en el rumen (Buccioni et al., 2012). Entonces, podria
postularse que la mayor cantidad de AG preformados insaturados en la
leche de las vacas G2 sea el resultado de los AG de origen dietario sumado
a una menor biohidrogenacién a nivel ruminal.

La movilizacion lipidica también puede explicar el mayor contenido de AG
preformados en la leche de vacas G2, de hecho las vacas de este grupo
perdieron mas condicion corporal (Fajardo et al., 2015). El &cido estearico
(C18:0) y oleico (C18:1cis) son predominantes en los adipocitos y son
liberados durante la lipdlisis (Rukkwamsuk et al., 2000). Sin embargo,
C18:1cis que representd casi el 23% de los AG en leche no mostrd
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diferencias entre los tratamientos, mientras C18:0 fue mayor en el grupo G2
gue en GO. Rukkwuamsuk et al. (2000) han sugerido que los AG circulantes
provenientes de la lipdlisis (incluido el C18:1cis) se acumulan en el higado a
excepcion del C18:0, quien seria secretado en gran proporcion en leche, lo
gue es consistente con nuestros resultados. Ademas, los AG de novo fueron
menores en las vacas G2 respecto de GO; de hecho, los AG de cadena larga
ejercen un efecto inhibitorio sobre la sintesis en la glandula mamaria
(Dhiman et al., 1999) y esta inhibicién es méas potente cuanto mas larga es la
cadena carbonada y mayor el grado de insaturacion de los mismos (Chilliard
et al., 2000). A su vez, se encontraron diferencias en la cantidad de AG de
novo entre los tratamientos pastoriles, incluso considerando diferencias en el
consumo de pastura de un 7% (Fajardo et al., 2015).

En contraste con varios reportes (Loor et al., 2003; Bargo et al., 2006;
Morales-Almaraz et al., 2010) no se encontraron diferencias en el contenido
de CLA entre los tratamientos. Loor et al. (2003) y Morales-Almaraz et al.
(2010), reportaron mayores contenidos de CLA al comparar 100% DTM vs
DPM y pastoreo (ambos experimentos con un minimo de consumo de MS
diario de 21,5% de pastura). Debe tenerse en cuenta que estos estudios
fueron realizados en lactancia tardia o media (185 o 94 DPP,
respectivamente), mientras que en nuestro trabajo el perfil de AG fue
realizado a los 45 DPP. Esto es de particular relevancia ya que el momento
de la lactancia influye sobre el perfil de AG y especificamente el contenido
de CLA aumenta con el transcurso de ésta (Stoop et al., 2009). La gran
mayoria de CLA en leche es sintetizado en la glandula mamaria via
desaturacion del acido vaccénico (C18:1trans) por la delta 9 desaturasa
(Bauman et al., 2000). Aunque el contenido de CLA en leche no fue diferente
entre los tratamientos, la cantidad de C18:1trans fue el doble en los
tratamientos G1 y G2 cuando se compararon con GO, en concordancia con
trabajos previos (Morales-Almaraz et al., 2010). De hecho, Peterson et al.
(2002) reportaron una alta (r = 0.61) correlacion positiva entre estos dos AG.
El Ci18:1trans es un producto mayoritariamente originado de la
biohidrogenacion incompleta a nivel ruminal del C18:3 (Griinari y Bauman,
1999) y C18:2. Entonces, cuando los alimentos aportan cantidades
importantes de C18:3 y C18:2, el C18:1trans generado es absorbido luego
de su salida del rumen (Bauman y Griinari, 2001).

De forma similar, la fraccion n-3 en leche fue mayor para los tratamientos
pastoriles que para GO. El contenido de &cido linolénico (C18:3n-3) en la
grasa lactea fue el mayor para G2 y el menor para GO. Esto es consistente
con Morales- Almaraz et al. (2010) donde encontraron mayores cantidades
de C18:3n-3 con 12 h 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. Sin embargo, Bargo et al. (2006) no encontraron diferencias
entre tratamientos (aun incluyendo un 30% de pastura en la dieta) y estos
autores sugirieron distinto grado de biohdrogenacion en sistemas mixtos.
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 pastoreo (con alta proporcién de C18:3; 20% en pastura vs
2.3% en DTM) que aporta PUFA que escapan de la biohidrogenacién
ruminal (Dewhurst et al., 2006). De hecho, Lock y Bauman (2004) han
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sugerido que hasta un 15% de C18:3 podria escapar de la biohidrogenacién
ruminal. Ademas, con una diferencia de un 7% (Fajardo et al., 2015) en el
consumo de pasto, las vacas G2 presentaron un 40% mas de C18:3n-3 que
las vacas G1. 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 vs la pastura. En resumen, las diferencias observadas en
las fracciones n-3 y n-6 en leche fueron claramente reflejadas en la relacion
n-6/n-3 como ha sido reportado previamente (Petit et al., 2004).

La relacion C14:1/C14:0 mostré menor actividad desaturasa en vacas G2 lo
gue es consistente con la menor sintesis de AG de novo de estas vacas
comparadas con GO y G1. La menor sintesis de AG y desaturacién en G2
sugieren una glandula mamaria menos activa. Esto seria consistente con la
liberacién 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 enzimas
lipogénicas especificas (ACC y FAS) en la glandula mamaria (Chilliard et al.,
2000)

b) Efecto del cambio a 6 horas de pastoreo luego de DTM en el perfil
de acidos grasos a los 65 DPP

El perfil de AG en leche de las vacas GO se modifico con el cambio a una
dieta mixta. De hecho, el perfil de AG de las vacas sometidas al cambio fue
similar al de las vacas sometidas a 6 h de pastoreo y DPM desde el parto
(vacas G1). El incremento en el contenido de los &cidos linolénico [C18:3(n-
3)], vaccénico (C18:1trans) y CLA en leche de vacas Post-DTM desde los
45 a 65 DPP es consistente con la inclusion de pastura en la dieta. En
realidad, el contenido de estos AG fue similar al de las vacas G1 a los 65
DPP, lo que es consistente con el consumo de DPM y pastura que no fue
diferente entre grupos (Fajardo et al., 2015). Estos hallazgos sugieren que el
proceso ruminal (y especificamente el de biohidrogenacion) asi como la
actividad metabdlica de la glandula mamaria no fue diferente entre los
grupos Post-DTM y G1. Aunque Khanal et al. (2008) reportaron que el
aumento de CLA demord 23 dias luego de cambiar vacas de DTM a
pastoreo, en el presente estudio el contenido de CLA fue el doble (0.35 vs
0.77 g/100g) 2 dias luego de mover las vacas a 6 h de pastoreo en una
sesion y con DPM. Estos datos son consistentes con Kuzdal-Savoie y
Kuzdal (1961) que reportaron un incremento abrupto en el contenido de CLA
alcanzando un efecto maximo luego de 5 dias del cambio. Los estudios
anteriores usaron dietas contrastantes para hacer el cambio (no pastoreo vs
100% pastoreo). En nuestro estudio el incremento considerable de CLA fue
logrado con una oferta del 50% y un consumo del 20% de pastura de la MS
diaria ofrecida (Fajardo et al., 2015). Entonces, esto puede sugerir que la
delta 9 desaturasa en la glandula mamaria respondié activamente a la
llegada de su precursor (C18:1trans).

Como se discutié previamente, el contenido de acido linoleico [C18:2cis(n-6)]
disminuyé cuando las vacas comenzaron a pastorear, esto junto con el
incremento de C18:3 (n-3), provoco que la relacion n-6/n-3 disminuyera en la
leche de las vacas Post-DTM sin mostrar diferencia con las vacas G1. Como
fue mencionado, los PUFA tienen efecto inhibitorio en la sintesis de novo
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(Chilliard et al., 2000) y esto fue evidente con el cambio al pastoreo, donde
los AG de novo en Post-DTM disminuyeron desde los 45 a los 65 DPP,
equiparandose al contenido de G1. Un incremento en la cantidad de C18:0
se observo cuando las vacas fueron cambiadas de la DTM a la pastura,
incluso siendo mayor que el contenido en las vacas G1 en ese dia. Como se
ha mencionado, este AG refleja movilizacion lipidica (Rukkwamsuk et al.,
2000), y esto sugiere que las vacas Post-DTM debieron adaptarse a los
nuevos requerimientos energéticos debidos al pastoreo y la caminata
(Fajardo et al., 2015).
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CONCLUSIONES

Incluir pastura en una oferta de un 50% de MS diaria permite capturar los
beneficios de la pastura (relacionado a producir una leche con un perfil de
AG mas “deseable” para la salud humana) manteniendo un nivel de
produccion competitivo. Ademas, vacas que no pastorearon durante los
primeros dos meses de lactacion, cuando son cambiadas a una dieta mixta
(oferta de 50% DTM y 50% pastura) presentan un perfil de AG similar a
aquellas vacas que pastorearon desde el parto.
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