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RESUMEN

ANTECEDENTES. La leche de vaca se produce bajo diferentes
sistemas de produccion en Chile. Por un lado en la zona norte los sistemas son
del tipo intensivo, en la zona centro sur las lecherias se ubican en el valle
regado y en la zona sur, donde se concentra el mayor porcentaje de lecherias
del pais, los sistemas productivos estan basados en el pastoreo. La produccion
de leche es considerada un rubro econémico importante para estas regiones, el
cual proporciona mano de obra estacional y permanente y es un polo de
desarrollo para las mismas. Por otro lado, con la importancia que tiene la
alimentacion a base de praderas, sobre todo en la produccion de acidos grasos
de gran impacto en salud publica como es el caso de CLA, es por lo que entre
los afios 2005-2008 se desarrolld el proyecto de investigacién y desarrollo
titulado “Desarrollo de productos con alto contenido en principios activos
funcionales a partir de leche bovina y sus derivados” (Codigo FONDEF
DO2I1135).

OBJETIVOS. EIl objetivo general de la presente Tesis ha sido la
caracterizacion de la produccion bovina lechera en sistemas con base en el
pastoreo en el sur de Chile y el desarrollo estratégico de la produccion lactea
con alto contenido en CLA. Los objetivos especificos han sido los siguientes:

A. Caracterizar las explotaciones o predios de la IX Regién de Chile, de
acuerdo a su sistema de alimentacion, como region con un sistema de
produccion intermediario entre la VIl y la X Region.

B. Estudiar el contenido de CLA total y de sus isébmeros en leche fresca y
en productos lacteos (leche en polvo, leche condensada, queso y
mantequilla). Con respecto a la leche recepcionada en planta, el estudio
se hace en dos regiones con sistemas de produccién bovinos lecheros
importantes en Chile y diferenciados principalmente por el tipo de
alimentacion de los animales: sistemas basados en el pastoreo (X
Region de los Lagos) y sistemas con mayor estabulacion y basados en
raciones TMR (VIII Region del Bio-Bio).

C. Determinar el efecto sobre el contenido en CLA del procesamiento de la
leche fresca en productos lacteos (leche en polvo y leche condensada).

D. Evaluar el efecto de dietas con soya (0.5 and 1.0 kg d*) en vacas con
alimentacion base a de pastos, en la produccion y calidad nutricional de

la leche, especialmente sobre la cantidad de CLA total y sus isdbmeros.
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E. Evaluar el efecto de dietas con grano entero, molido y grano entero
agregado en el concentrado de raps canola en vacas con alimentacién
base a de pastos, en la produccion y calidad nutricional de la leche,
especialmente sobre la cantidad de CLA total y sus isbmeros.
RESULTADOS Y CONCLUSIONES OBJETIVO A. Se encuestaron 24

fincas lecheras: 11 consideradas pequefias, 7 medianas y 6 grandes

productores lecheros. Los resultados generales muestran que los productores
grandes tienen mayor superficie de hectareas dedicadas a la lecheria, mayor

namero de dias de lactancias de sus vacas y una produccion promedio de 14 L

vaca dia —1, en comparacion con 9 L vaca dia —1 de los medianos y pequefios

productores. Por otro lado, el andlisis multivariado de correspondencia simple
muestra asociacion entre el nivel educacional de los productores y la cantidad
de leche producida. Es asi que los productores grandes poseen un titulo
profesional de nivel superior técnico o de ingeniero. Asi mismo, el nivel de
escolaridad de los ordefiadores es basico completo para los productores
grandes y basico completo e incompleto para los pequefios y medianos
productores. Los productores que realizan dos ordefios/dia tienen mayor
produccion total de leche, y la terapia de secado se lleva a cabo mas en
productores grandes y medianos que en los pequefios. El uso de estanque de
frio es de uso permanente en los productores con mayor volumen productivo.

Finalmente, los grandes productores usan registros reproductivos asociandose

esto a sus altas producciones. En el aspecto sanitario se observa que los

productores con mayor antigiiedad en el rubro lechero tienen menos problemas
de mastitis en su rebafio.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES OBJETIVOS B Y C. Se han tomado
muestras de leche cruda durante el afio 2004 (verano, n=18; otofio, n=18;
primavera, n=18) de la planta NESTLE de dos regiones de chile, con sistemas
de produccion bovinos lecheros diferenciados principalmente por el tipo de
alimentacion de los animales: sistemas basados en el pastoreo (zona de
Osorno; X Regién) y sistemas con mayor estabulacién y basados en racion
mezcla total (RMT) (zona de los Angeles; VIII Regién). Durante los afios 2003,
2004 y 2005, se tomaron muestras de leche condensada en la zona de Osorno
(n=48) y de leche en polvo en la zona de Los Angeles (n=48). De

supermercados se tomaron muestras de mantequillas (n=14) y quesos Gouda
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(n=14) mas consumidos en Chile. Por otro lado, durante el afio 2006 se
tomaron muestras de leche de la planta NESTLE (n= 90) en las zonas de
Osorno y Los Angeles y paralelamente se tomaron muestras de los productos
procesados de la leche cruda, leche en polvo (elaborada en la planta de
Osorno, n=30) y leche condensada (elaborada en la planta de Los Angeles, n=
30). Los contenidos de los isémeros CLA (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12; cis-
10. cis-12) fueron determinados en muestras de leche fresca y productos
lacteos. Mayores niveles de CLA se han obtenido en leche cruda procedente
de sectores con sistemas de alimentacién a base de pastoreo en comparacion
con sectores con sistemas mas estabulados y basados RMT, con valores
medios entre 1.72 g/100 g total FA de la leche de primavera de la zona de
Osorno y 0.42 g de la leche de verano de la zona de Los Angeles. Los
productos lacteos han presentado contenidos significativamente mayores de
CLA total que la leche cruda, con promedios muy variados que van desde 0.88
g/100 g of total FA en queso hasta 1.50 g en mantequilla, 1.49 g en leche
condensada y 1.97 g en leche en polvo. El isémero cis-9, trans-11 representa
un 53% del CLA total, y se encuentra en un rango que va de 0.26 g/100 g of
total FA en el silo de leche de verano en la zona de los Angeles y un maximo
de 1.26 g en mantequilla en la zona de Osorno. Las cantidades de los isomeros
trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12 han sido superiores a las sefialadas en la
literatura. El procesado ha afectado significativamente el traspaso de CLA de
leche fresca a producto (leche condensada y leche el polvo). Tanto para el CLA
total como para sus isdmeros, la leche condensada presentd en la mayoria de
los meses menores valores que la leche liquida original y la leche en polvo. En
cambio, la leche en polvo presentd valores cercanos o superiores a los de la
leche liquida. En conclusién, si bien el consumo de productos lacteos en Chile
es mas bajo que el de otros paises mas consumidores de estos productos, la
alta cantidad de CLA de los productos estudiados en el presente trabajo,
garantizan adecuados niveles para la salud humana. Ademas, es necesario
mas investigacion para dilucidar el efecto de las condiciones de procesamiento
y almacenamiento de la leche y productos lacteos sobre el contenido del CLA.
RESULTADOS Y CONCLUSIONES OBJETIVO D. 21 vacas Jersey
fueron divididas al azar en 3 grupos de 7 animales cada uno. Los animales

fueron suplementados con un concentrado (5 kg d') y a cada grupo se le
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asigno uno de los tres siguientes tratamientos: control sin soja (0-SB), con 0.5
kg d* de soja (0.5-SB) y con 1 kg d* de soja (1-SB). La base de la alimentacion
fue el pasto, compuesto mayoritariamente por Lolium perenne (70%) y Trifolium
repens (25%). La duracion del estudio fue de 75 dias. La produccién de leche
(p = 0.706) y la produccion de proteina (p = 0.926) no se vieron afectados. Los
porcentajes de grasa (p = 0.015) y proteina (p = 0.045) y la produccion de
grasa (p = 0.010) fueron mas bajos en el grupo 1-SB. Las cantidades de soja
no modificaron los contenidos de CLA total (p = 0.290) y de los isébmeros cis-9,
trans-11 (p = 0.582), trans-10, cis-12 (p = 0.136) y cis-10, cis-12 (p = 0.288),
pero si fueron afectados por la calidad nutritiva del pasto, observandose
menores valores al aumentar la madurez del pasto.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES OBJETIVO E. Se realizaron tres
experimentos en la zona sur de Chile. En el experimento 1, 14 vacas fueron
asignadas aleatoriamente en 2 grupos de 7 animales cada uno: grupo control al
que se le suministré6 5 kg d* de concentrado comercial sin canola (0TC1) y
grupo tratamiento al que se le suministré 3.75 kg de concentrado comercial
mas 1.16 kg canola en grano (1.16TC1). Los dos grupos tuvieron como base
de la alimentacion el pasto de una pradera natural (compuesta por Trifolium,
Dactylis glomerata, Bromus, Lolium, Taraxacum officinale y Plantago
lanceolata) y de una pradera natural mejorada (compuesta por Lolium perenne
y Trifolium repens), méas 6 kg ™ de ensilado (compuesto por Lolium perenne y
Avena sativa). En el experimento 2, 20 vacas fueron asignadas aleatoriamente
en 2 grupos de 10 animales cada uno: grupo control al que se le suministré 8
kg d* de concentrado comercial sin canola (0TC2) y grupo tratamiento al que
se le suministré 6.2 kg de concentrado comercial mas 1.2 kg de canola en
grano molido (1.2TC2). Los dos grupos tuvieron como base de la alimentacién
el pasto de una pradera natural mejorada (compuesta por Lolium perenne y
Trifolium repens). En el experimento 3, 20 vacas fueron asignadas
aleatoriamente en 2 grupos de 10 animales cada uno: grupo control al que se le
suministré 6 kg d* de concentrado comercial sin canola (OTC3) y grupo
tratamiento al que se le suministré 6 kg de concentrado comercial con un 20%
de semilla de canola en grano entero (1.2 kg d*, 1.2TC3). Los dos grupos
tuvieron como base de la alimentacion el pasto de una pradera atrtificial

(compuesta por Avena Sativa, Lolium perenne y Trifolium repens), mas 6 kg™
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de ensilado (compuesto por Avena sativa, Lolium perenne y Trifolium repens) y
1.5 kg™ de col forrajera (Brassica oleracea). La duracién de cada experimento
fue de 60 dias, de los cuales los primeros 15 dias fueron de adaptacion a cada
una de las dietas experimentales. En cada uno de los experimentos, la
produccion de leche y su composicion quimica no se afectd significativamente
por los tratamientos. Los isdmeros frans-10, cis-12 (entre 49 y 51 % del CLA
total en el experimento 1; entre 31y 32 % del CLA total en el experimento 2;
entre 36 y 42 % del CLA total en el experimento 3) y cis-10, cis-12 (no
detectado en el experimento 1; entre 27 y 37 % del CLA total en el
experimento 2; entre 16 y 20 % del CLA total en el experimento 3) presentaron
valores mas altos a los encontrados normalmente en la literatura cientifica. Las
cantidades de semilla de canola suplementadas en cada uno de los
experimentos, no modificaron los contenidos de CLA total y de los isomeros

cis-9, trans-11, trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12.
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SUMMARY

BACKGROUND. Cow's milk is produced under different production
systems in Chile. On the one hand in the northern type systems are intensive in
the central southern dairies are located in the irrigated valley and in the south,
where the highest concentration of dairies in the country, production systems
are based on grazing. Milk production is considered an important economic item
for these regions, which provides seasonal labor and permanent and is a
development center for them. Furthermore, the importance of feeding of
grasslands, especially in the production of fatty acids of great public health
impact as in the case of CLA, so it is between the years 2005-2008 was
developed research and development project entitled "Development of products
with high content of functional active ingredients from bovine milk and its
derivatives" (FONDEF- DO211135 Code).

OBJETIVES:

A. Characterize dairy productive systems of Vilcin commune, Cautin
province, the IXth Region, Chile, linking qualitative and quantitative
variables using statistical multivariate analysis of simple correspondence.

B and C. Study the contents of total and individual CLA isomers of cow dairy
products in Chile, both in raw milk receptioned in commercial dairy plant
and derived products for human consumption (powdered milk,
sweetened condensed milk, cheese, butter)). In addition, study the effect
of processing fresh milk into dairy products (powdered and sweetened
condensed milk) on the CLA content was estimated.

D Evaluate the effect of a dietary supplement with different quantities of
extruded whole soybean on the production and composition of milk, and
CLA concentration or their isomers in Jersey cows under pasture
conditions.

E. Evaluate the effect of a dietary supplement with canola seed (Brassica
napus) on the production and composition of milk, and CLA
concentration or their isomers in Chilean Black Friesian cows under
pasture conditions.

RESULTS AND CONCLUSIONS OBJETIVE A. 24 dairy farms were
analyzed: 11 considered small size, 7 medium ones and 6 big dairy producers.
The general results show that the big producers have a larger surface of

hectares dedicated to the dairy, more days of lactation and an average
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production of 14 L per day, in comparison with 9 L of the medium and small
producers. The multivariable analysis of simple correspondence shows
association between the educational level of the dairy producers and the
quantity of produced milk. Thus, big producers have possess a professional title
of degree senior technician or engineer. On the other hand, the level of
education of the milkers was at least secondary level for the big producers and
basic complete and incomplete for the small and medium producers. Likewise,
the producers who carry out twice-daily milking have bigger total production of
milk, and the drying therapy is carried out more in big and medium producers
than in the small ones. The use of cooling tank is of permanent use in the
producers with a greater productive volume. Finally, the big producers used a
reproductive records which are associated with their high productions. About
the sanitary aspect was observed that the producers with more seniority in the
business have fewer mastitis problems in their herd.

RESULTS AND CONCLUSIONS OBJETIVES B and C. Samples of raw
milk receptioned in commercial dairy plant in 2004 of two regions of Chile were
taken, with dairy cattle production systems differentiated mainly by the type of
animal feeding: grazing based systems (Osorno) and housing and based in total
mixed ration (TMR) systems (Los Angeles). Also, supermarkets samples were
taken of condensed milk, powder milk, butters and Gouda cheese. Furthermore,
in 2006 raw milk and processed products (powdered milk and sweetened
condensed milk) were taken. The CLA isomers (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12;
cis-10. cis-12) contents in milk and dairy product samples were determined.
Higher levels of CLA in raw milk were obtained from sectors with livestock
systems based on grazing compared to sectors with TMR systems, with
average values between 1.72 g/100 g total fatty acids in spring milk of Osorno
and 0.42 g in summer milk of Los Angeles. Dairy products have presented
significantly higher content of total CLA than raw milk. The processing has
significantly affected the transfer of fresh milk CLA to products. Sweetened
condensed milk presented lower values of CLA than starting milk and powder
milk. In contrast, powder milk showed values similar or above to those of fresh
milk. In conclusion, although the consumption of dairy products in Chile is lower
than in other countries consumers of these products, the high amount of CLA

found in the Chilean dairy products studied provide adequate levels for human
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health. In Addition, more research is needed to elucidate the exact effect of
processing and storage conditions of milk and dairy products on the CLA
content.

RESULTS AND CONCLUSIONS OBJETIVES D. Twenty-one Jersey
cows were randomly assigned into 3 groups of 7 animals each. The cows were
supplemented with a dietary concentrate (5 kg d™), and each group received
one of the three next treatments: control without soybean (0-SB), with extruded
whole soybean at 0.5 kg d™* (0.5-SB) or at 1 kg d™ (1-SB). The basic diet was a
pasture composed of Lolium perenne (70%), Trifolium repens (25%) and other
species. The duration of the study was 75 d. Milk production (p = 0.706) and
protein production (p = 0.926) were not affected by treatments. Fat (p = 0.015)
and protein (p = 0.045) content as well as fat production (p = 0.010) were lower
in the 1-SB group. There was no effect of the inclusion of extruded soybean on
total CLA content (p = 0.290) or the content of cis-9, trans-11 (p = 0.582), trans-
10, cis-12 (p = 0.136) and cis-10, cis-12 (p = 0.288) isomers. However,
concentrations of all isomers were affected by the nutritional quality of the
pasture, with low values observed at greater maturity stages of pasture.

RESULTS AND CONCLUSIONS OBJETIVES E. Three experiments
were done on three representative sectors of southern Chile. Experiment 1.
Fourteen cows were assigned randomly into 2 groups of 7 animals each: control
group was fed 5 kg d* of commercial concentrate without canola (0-TC1) and
treatment group that was fed 3.75 kg of commercial concentrate plus 1.16 kg of
whole canola seed (1.16-TC1). The basic diet of all groups was: a natural
(composed mainly of Trifolium, Dactylis glomerata, Bromus, Lolium, Taraxacum
officinale and Plantago lanceolata) and improved pastures (composed of Lolium
perenne and Trifolium repens), and 6 kg DM d* of silage (composed of Lolium
perenne and Avena sativa). Experiment 2. Twenty cows were randomly
assigned into 2 groups of 10 animals each: control group was fed 8 kg d*
commercial concentrate without canola (0-TC2) and treatment group that was
fed 6.2 kg of commercial concentrate plus 1.2 kg of ground canola seed (1.2-
TC2). The basic diet of all groups was an improved pasture composed of Lolium
perenne and Trifolium repens. Experiment 3. Twenty cows were randomly
assigned into 2 groups of 10 animals each: control group was fed 6 kg d*

commercial concentrate without canola (0-TC3) and the treatment group was
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fed 6 kg of commercial concentrate with 20% of whole canola seed (1.2 kg d™,
1.2-TC3). The basic diet of all groups was an artificial pasture (composed of
Avena Sativa, Lolium perenne and Trifolium repens), 6 kg DM d* of silage
(composed of Avena sativa, Lolium perenne and Trifolium repens) and 1.5 kg
DM d* of fodder cabbage (Brassica oleracea). The duration of each experiment
was 60 days and animals were adapted to the diets for the first 15 days of the
experiment. No differences in milk production and quality were observed among
the experimental groups in every experiment. The isomers trans-10, cis-12
(between 49 and 51 % of total CLA in the experiment 1; between 31 and 32 %
of total CLA in the experiment 2; between 36 and 42 % of total CLA in the
experiment 3) and cis-10, cis-12 (not detected in the experiment 1, between 27
and 37% in the experiment 2, between 16 and 20 % in the experiment 3) were
higher than those normally found in the scientific literature. There was no effect
of the inclusion of canola seed on total CLA content or the content of cis-9,

trans-11, trans-10, cis-12 and cis-10, cis-12 isomers
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CAPITULO I. Introduccion y justificacion. Revision bibliografica. Objetivos

[.1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

El sector silvoagropecuario en chile representa el 5,4 % del PIB (producto interno
bruto), sin considerar el PIB de los productos elaborados procedentes de dicho sector.
La representacion por subsectores es de un 20% para la agricultura (cultivos), un 40%
para la fruticultura, un 20% para el silvicola y un 20% para el pecuario (ODEPA, 2011).

Dentro del sector pecuario, el censo de 2007 permitié establecer para el pais una
dotacion de 3.789.697 cabezas de ganado bovino, las cuales se concentraban
geograficamente en la zona sur, siendo la Region de Los Lagos la de mayor relevancia
con una participacion del 27,9% del total del censo bovino. Le siguen en importancia las
regiones de La Araucania y de Los Rios, con unos porcentajes del 17,9% y 16,6%,
respectivamente (ODEPA, 2011). Esta masa total comenz6 a aumentar el 2011, debido
a la retencion de vientres, situacion que sera precisada en el censo programado para el
aflo 2014. Con esta masa bovina Chile no alcanza a cubrir las necesidades de carne de
su poblacién, que en la actualidad alcanza a un consumo per capita de 21 kg., con un
consumo total de carne (ave, cerdo y otros) de 85,2 kg.

En cuanto a la produccion de leche bovina durante el afio 2011, la recepcion
nacional industrial de leche registré un incremento anual del 6,4 %, totalizando una cifra
record de 2.379 millones de litros, a pesar que este afio se produjeron altas
temperaturas (en algunos dias superaron los 30° C en el mes de diciembre), lo que se
tradujo en una rapida maduracion de los pastos y el empobrecimiento de su calidad.
Este volumen considera las 122 plantas existentes en el pais, cuya informacion es
recogida por ODEPA (Oficina de Estudios y Politicas Agropecuarias), de ellas 22 son
consideradas plantas mayores y el resto son plantas menores (INE, 2011). En cuanto al
volumen recepcionado en las plantas destaca la Region de Los Lagos, con una
participacion del 46,7% del total y le sigue en importancia Los Rios, con un 26,0%.
Otras regiones de relevancia son Biobio (9,3%), Metropolitana (8,2%) y La Araucania
(8,2%). Con el volumen de leche producido Chile no cubre sus necesidades de
consumo que alcanza a unos 138,5 litros per cépita.

De la cantidad total de leche recepcionada en planta el afio 2011 (2.379 millones

de litros), 369.166.121 de litros se utilizaron como leche fluida, se produjeron
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92.812.449 kg de leche en polvo, 80.619.584 kg de queso, 222.063.393 kg de yogur,
34.578.871 kg de leche condensada, 21.041.340 kg de mantequilla, 9.134.872 kg de
quesillo y 11.125.512 Its de leche cultivada, entre otros productos. Esto significd que
durante 2011 los principales incrementos se observan en leche cultivada (14,0%),
leche en polvo (12,7%) y yogur (11,7%). El queso crece 25,5%, pero en gran parte
debido a la incorporacion en el afio 2011de plantas menores.

En relacion a nuestras colocaciones en el exterior, éstas registraron en 2011 una
fuerte alza anual de 25,4 %, desde US$ 159,1 millones en 2010 a US$ 199,6 millones
en 2011. Los principales destinos corresponden a México (con una participacion del
27,7 %), Venezuela (13,7 %), Brasil (8,4%), Peru (7,2 %), EE.UU. (6,8 %), Colombia
(6,8 %) y Corea del Sur (4,5 %). Otros paises con menor importancia son China, Costa
Rica, Cuba, Argelia, Ecuador, y le siguen una veintena mas de paises. Dentro de los
productos exportados destacan la leche en polvo, el queso y la leche condensada, con
producciones de 10.400, 66.679 y 11.900 toneladas, respectivamente.

En el afio 2011, los precios reales pagados a los productores del pais
experimentaron un incremento del 5,5%, con un precio promedio de $191 el It, (US$
0,38), siendo el costo de produccion muy variable entre los planteles, pudiendo ser
entre $ 70 a 190 por It.

La leche de vaca se produce bajo diferentes sistemas de produccién
dependiendo de las condiciones agroecologicas que se presentan en Chile. Por un lado
en la zona norte los sistemas son del tipo intensivo, en la zona centro sur las lecherias
se ubican en el valle regado y en la zona sur, donde se concentra el mayor porcentaje
de lecherias del pais, los sistemas productivos estan basados en el pastoreo, teniendo
éstos una gran variabilidad en el nivel de intensificacion. En el caso de los sistemas
pastoriles la produccién ganadera esta sujeta a las fluctuaciones estacionales, ya que
los pastos (0 praderas como se denominan en Chile) no mantienen un ritmo constante
de crecimiento a través del afio. Aunque existen variaciones de una zona a otra, por lo
general sobre un 60% de la produccion de forraje ocurre en los meses de primavera; sin
embargo, en el caso de la zona intermedia como es la IX region de la Araucania no se

conoce los sistemas de manejo que se realizan en estos sistemas productivos.
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Este tipo de produccion basado en pasturas hace que la leche bovina, ademas
de ser rica en proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales, sea una fuente de acidos
grasos de alta calidad saludables para el hombre, producto del tipo de alimentacion a
base de pastos. De estos acidos grasos destacan por sus efectos benéficos los acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados, y mas concretamente, en los ultimos 10
aflos destacan los isomeros del acido linoléico conjugado (CLA). Dentro de sus
isbmeros, el cis- 9 trans-11 est4 considerado desde el punto de vista biolégico como el
mas importante por sus efectos anticancerigeno, proteccién contra la arteriosclerosis,
estimulador del sistema inmune y poder antioxidante (Abu-Ghazaleh et al., 2003).

Ademas destaca el isomero cis- 9, trans-12, el cual estaria relacionado a la
disminucion del tejido graso y a la reduccion del peso (Belury, 2002). Se ha
demostrado que el CLA se produce en mayor cantidad en sistemas productivos que
basan su alimentacion en praderas y también con el uso de granos de oleaginosas. Es
por ello que tiene importancia en esta zonas probar nuevas estrategias de alimentacion,
qgue por un lado aumenten el nivel productivo y por otro lado aumenten los niveles de

CLA, teniendo siempre como base la pradera como insumo alimenticio de bajo costo.

La produccion de leche es considerada un rubro econdmico importante para
estas regiones, el cual proporciona mano de obra estacional y permanente y es un polo
de desarrollo para las mismas. Por otro lado, con la importancia que tiene la
alimentacién a base de praderas, sobre todo en la produccién de acidos grasos de gran
impacto en salud publica como es el caso de CLA, es por lo que entre los afios 2005—
2008 se desarrollo el proyecto de investigacion y desarrollo titulado “Desarrollo de
productos con alto contenido en principios activos funcionales a partir de leche bovina y
sus derivados” (Cédigo FONDEF D02I11135), por un monto de 430.000.000 de pesos
(700.000 euros), entre la Universidad Catodlica de Temuco y la empresa NESTLE SA.

En el marco de este proyecto se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral
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l. 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Acido linéleico conjugado

La leche bovina representa una fuente valiosa de nutrientes como son las
proteinas, las grasas, los carbohidratos, las vitaminas y los minerales (Maynard et al.,
1997). La grasa es el mayor componente energético en la leche bovina y cumple
funciones metabdlicas especificas en el organismo. Los triacilglicéridos constituyen casi
la totalidad de los componentes lipidicos de la leche, con un 99 %; ademas contiene
lipidos complejos tales como fosfolipidos, cerebrésidos, esteroles y acidos grasos (AG)

libres de alto peso molecular (Thomas y Rowney, 1996). De estos componentes,

destacan por sus efectos dafinos para el hombre los acidos saturados y por sus efectos
benéficos los AG monoinsaturados y poliinsaturados (Valenzuela et al., 2000). La gran
mayoria de los AG que se encuentran naturalmente en leche poseen isomeria cis; sin
embargo, en nuestra dieta habitual consumimos una pequefia porcion (de 1 a 7 g/dia)
de AG con isomeria trans (Valenzuela y Morgado, 1999) dafiinos para la salud humana.
A la luz del conocimiento actual, la generalizacion del concepto sobre el efecto dafiino
de los AG trans esta siendo revisada, ya que algunos de estos isbmeros pueden tener
efectos beneficiosos en la nutricibn y salud humana (Ramaswamy et al., 2001;
Sanhueza et al., 2002).

Es el caso del acido linoleico conjugado (CLA) quien representa entre 20 y 28
isbmeros del &cido linoleico C18: 2 (Lock y Garnsworthy, 2003; O Quinn et al., 2000;
Banni et al., 1998) que se ha indicado como uno de los acidos grasos mas beneficiosos
para la salud humana (Pariza y Park, 2001). Del mismo modo, los productos de
rumiantes como la leche y la carne constituyen la principal fuente de CLA para los seres
humanos. De todos los posibles isomeros, solo cis-9, trans 11-y 10-trans, cis-12 han
mostrado una actividad bioldgica interesante (Wahle et al., 2004; Belury, 2002; McGuire
y McGuire, 2000). El is6mero cis-9, trans-11, también conocido como acido rumeénico,
se ha documentado que tiene un efecto anticancerigeno (Ha et al., 1987; Visonneau et
al., 1997; Aro et al., 2000) y un efecto antioxidante (Devery et al., 2001), mientras que el
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isbmero trans-10, cis-12 es capaz de disminuir la grasa corporal y aumentar la masa
corporal magra.

El isbmero cis- 9, trans-11 6 acido octadecadiendico (también llamado é&cido
rumenico), es el producto intermedio de la biohidrogenacion del acido linoléico por
accion de la bacteria ruminal Butyrivibrio fibrisolvens y es el isbmero mas abundante
(Kim et al., 2002). Este isomero también puede ser encontrado en gran cantidad en los
tejidos de la glandula mamaria por la enzima A-9 desaturasa a partir de acido
transvaccénico (TVA- trans-11 C18:1), otro intermediario en la biohidrogenacién ruminal
del acido linoléico y a- linolénico (cis-9, cis-12, cis-15 C18:3) (Mosley et al., 2006; Kay et
al., 2002; Griinari et al., 1999).

La enzima A-9 desaturasa también se encuentra en el intestino delgado y en el
tejido adiposo de rumiantes (Ward et al., 2003), sugiriendo que podria ocurrir sintesis
endogena en estos tejidos. Otra via metabdlica para la formacion de CLA podria ocurrir
en el higado de los rumiantes, y posiblemente también en los no rumiantes. Esta seria
la razon por la que en los no rumiantes, incluidos los humanos, también se encuentra
CLA en sus tejidos y en leche, aunque en menor proporcién que en los rumiantes
(Yurawecz et al., 1998).

El isémero tfrans-10, cis-12, aunque es importante fisiologicamente, esta presente
en cantidades de sélo 3 al 5% del total de CLA (Parodi, 2003); sin embargo, su
contenido en grasa lactea puede ser incrementado bajo ciertas situaciones de manejo
de la dieta. Ademas a este isdmero se le ha atribuido la capacidad de reducir la sintesis
de grasa lactea (Perfield, 2007).

[.2.2. Factores que afectan la concentracion de CLA en leche

Entre los factores que causan variaciones en la composicion de los acidos
grasos y de CLA en leche en vacas estan la raza, la variacion individual, el nimero de
partos, el periodo de lactancia, la estacionalidad, siendo la alimentacion del animal el
factor mas importante (Stanton et al., 1997, Pinto et al., 2002). Este ultimo factor se

analizara en el siguiente apartado.
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En relacion a la raza se indica que el CLA en leche varia ampliamente entre
rebafos (Kelly y Bauman, 1996; Moore et al., 2005). De mayor a menor contenido, las
razas que tendrian mas CLA son: Holstein, Pardo Suizo, Normando y Jersey, cuya
variabilidad del contenido de CLA en la grasa de la leche estaria relacionada con el
indice A-9 desaturasa (Kelsey et al., 2003, Khanal y Olson, 2004).

También hay una variacién individual entre vacas que estaria asociada a dos
factores; primero, la produccion ruminal de TVA y CLA y segundo, la actividad de la
enzima A-9 desaturasa. La variacion ruminal de TVA y CLA esté relacionada a la
biohidrogenacion de los sustratos disponibles en la dieta; tipo y nimero de bacterias
que biohidrogenan el sustrato disponible hacia la produccién de TVA y CLA y factores
tales como patrones de alimentacion (Clouet et al., 1998). Se presume que la variacion
de la actividad enzimatica entre individuos, podria estar regulado por la expresion
genética asociada a un polimorfismo genético que afecta la estructura primaria o
terciaria de esa enzima, o factores que podrian alterar la interaccion entre enzima, el
sustrato y la frecuencia masticatoria modificando el medio ambiente ruminal (Kelsey et
al., 2003; Peterson et al., 2002).

El numero de partos representa menos del 0,3% del total de la variacion de CLA
en grasa lactea; sin embargo, las vacas con mas de cuatro partos tienen mas altos

contenidos de CLA que vacas de dos a cuatro pariciones (Kelsey et al., 2003).

El estado de lactacion tendria un pequefio efecto sobre el contenido de CLA en
leche y en el indice de A-9 desaturasa (Kelsey et al., 2003). Lock y Garnsworthy (2002)
encontraron que el CLA contenido en grasa lactea y el indice de A-9 desaturasa son
independientes de la produccion de leche, produccion de grasa y del porcentaje de ésta
en leche.

Las variaciones estacionales del contenido de CLA en grasa lactea tienen directa
relacion con el pasto (Gagliostro et al., 2003). EI CLA auments de 2 a 3 veces en grasa
lactea durante la primavera, cuando las vacas estan alimentadas a pastoreo y las
concentraciones de cis- 9, trans-11 promediaron 12 mg/g, disminuyendo a 9 mg/g en
verano e incrementandose nuevamente a 10 mg/g en otofio (Thomson y Van Der Poel,
2000).
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[.2.3. La alimentaciéon como factor determinante de la cantidad de CLA

Numerosos estudios se han llevado a cabo con el objetivo de incrementar el
contenido de CLA en los productos animales y mejorar con ello sus propiedades
nutricionales. En general, los forrajes frescos y los alimentos ricos en aceites
incrementan la concentracion de CLA (White et al., 2001; Stanton et al., 2003; Khanal et
al., 2005; Dewhurst et al., 2006). Es por ello, que el pasto pasa a ser una valiosa

herramienta para aumentar el CLA en leche (Jahries et al., 1997, Lock and

Garnsworthy, 2002). A pesar que los pastos contienen bajos niveles de acido linoléico,

éstos aumentarian el CLA por los altos niveles de otros AG poliinsaturados que no son
intermediarios de la biohidrogenacion ruminal, pero que si dan origen directa o
indirectamente a precursores de la sintesis endégena de CLA (Harfoot y Hazlewood
1988, Griinari et al., 1999).

Es por ello que contenido de CLA de la leche y carne de rumiantes puede ser
aumentado con dietas a base de pastos (Gagliostro et al., 2004, Khanal et al., 2005,
Murphy et al., 2008), siendo el pastoreo uno de los factores dietarios mas importantes
que lo afecta. Vacas que reciben toda su dieta desde pastoreo, producen grasa lactea
con mayores contenidos de CLA comparados con vacas que consumen uno o dos
tercios de su dieta en forma de pastoreo (Khanal y Olson 2004), por lo que
incrementando los niveles de forraje fresco (pradera o forraje fresco cortado) se
incrementan los niveles de TVA, CLA, y C18:3 (Ward et al., 2003). Otro factor que
parece actuar en la concentracion de CLA es la madurez del pasto, encontrandose
cantidades 2 o 3 veces inferior de CLA en pastos maduros. Ademas se ha visto que la
diversidad de las especies de forrajes disponibles en la pradera también incrementaria
el contenido de CLA (Collomb et al., 2002). Vacas en praderas con trébol rosado
tuvieron una concentracion de cis- 9, frans-11 de 14 mg/g, comparado con vacas
alimentadas con gramineas en la que se encontré 9 mg/g de CLA en grasa lactea (Wu
et al., 1998).

En general se puede sefalar que la sintesis endogena en el animal es la
responsable de mas del 91 % de CLA cis-9, trans-11, en animales alimentados con

forraje fresco y que la suplementacion con el aceite de girasol por ejemplo, si bien
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aumenta la proporcion de acidos grasos de cadena larga en la grasa de leche, aumenta
solo en un 18% la produccion de acido vaccenico (Khanal et al., 2005)

Dietas basadas en pastos incrementan la concentracion de AG insaturados de
cadena larga y CLA en grasa de leche, esto basicamente cuando se compara con
dietas mezcla total (TMR) con un similar contenido de lipidos (Schroeder et al., 2003).
Mientras el primer AG de dietas TMR es el acido linoléico, en el pasto es altamente
predominante el &cido a-linolénico, el cual al ser biohidrogenado no produce cis- 9,
trans-11 como intermediario, sino que produce un precursor endégeno que es el TVA.
Por lo cual, elevadas concentraciones de cis- 9, trans-11 en grasa lactea de vacas a
pastoreo puede ser debido a un aumento en el suplemento de TVA (Kay et al., 2007).
La concentracién de trans-11 en grasa lactea aumentd desde 26,5 mg/g a 51,0 mg/g
cuando las vacas que consumian dieta TMR fueron retornadas a pastoreo (Precht y
Molkentin 1997, 2000).

También se sefiala que el efecto de suplementar a vacas en pastoreo con CLA
trans-10,cis-12, ha mejorado la sintesis de proteina, la relacion de proteina/grasa vy el
balance energético de las vacas (Kay et al., 2007).

Por otro lado dietas suplementadas con aceites que contienen &cido linoleico,
como el aceite de maiz, de maravilla, de soya, de canola y aceite de pescado
incrementan sustancialmente el contenido de CLA en grasa de leche (Jhones et al.,
2000, Bauman y Griinari 2001, Cruz-Hernandez et al., 2007). Por otra parte la utilizacién
de un concentrado tal vez sean la medida mas efectiva, rapida y facil de implementar
para modificar la composicion de la grasa lactea y del CLA, pero para muchos sistemas
las dietas a base de concentrado tienen una limitante de costo.

Dentro de las semillas oleaginosas, la soja es muy utilizada en raciones en
mezcla total (TMR) a diferentes niveles, habiéndose observado que un tratamiento
previo de la semilla (tostada o extrusionada) tendria un mayor efecto sobre el contenido
de CLA que la semilla intacta (Chouinard et al., 2001). En el caso de las semillas
tostadas o extruidas al ser semillas tratadas con calor, hacen los AG mas asequibles
para los microorganismos ruminales cuando las semillas de oleaginosas son
procesadas y el tratamiento con calor incrementa fuertemente su disponibilidad (Khanal
y Olson 2004).
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Sin embargo, son pocos los trabajos que se han realizado para estudiar el efecto
de la suplementacion de este tipo de semilla en sistemas con alimentacion a base de
praderas y los resultados no son concluyentes. En este sentido Bartolozzo et al. (2003),
en ganado Friesian concluyen que el efecto del pasto sobre el perfil de acidos grasos y
el contenido en CLA en la leche fue mas importante que la fuente de suplementacion de
soja (semilla tostada o intacta). Khanal et al. (2005) en vacas Holstein en pastoreo no
encuentran efecto de la suplementacion con 2,4 kg/dia de soja extruida en la
concentracion de CLA en leche, mientras que Lawless et al. (1998) en vacas lecheras
en pastoreo suplementadas con 3,1 kg/dia de soja tostada y Paradis et al. (2008) en
vacas de carne en pastoreo suplementadas con 2 kg/dia de soja extruida observan un
incremento en CLA.

Para el caso de la soja, se han obtenido 0,37; 0,77 y 2,10 % de CLA en grasa de
leche utilizando soja cruda, soja tostada y aceite de soja, respectivamente (Dhiman et
al., 2000). Por otra parte, la soja extrusada y cocida elevo dos o tres veces la cantidad
de CLA en comparaciéon a la soja cruda (Chouinard et al., 2001, Abu-Ghazaleh et al.,
2003).

En el caso del raps canola, Staton et al. (1997), encontraron que la
suplementacion con semilla de raps incrementd un 65% el contenido de CLA en grasa
lactea sobre el grupo control no suplementado. Estos autores no pudieron determinar si
el incremento en CLA fue producto de su bajo contenido de &cido linoléico o al efecto
de su gran contenido de &cido oléico. Por otro lado, el aceite de raps canola
incremento los niveles de CLA a 3,5 mg/g de AG en leche con respecto a un grupo sin
canola, pero fue el que menos aportd CLA a la leche con respecto a la inclusion en la
dieta de otros aceites vegetales (Chouinard et al., 2001).

[.2.4. Acido linoleico conjugado en productos lacteos

El CLA se ha encontrado en diversos alimentos como lacteos, carnes, productos
vegetales y alimentos de origen marino, siendo los productos de rumiantes como la
leche y la carne los principales alimentos que aportan CLA a los humanos (Chin et al.,

1992). En este sentido y expresado en g de CLA/100 g del total de grasa, se han
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sefalado cantidades de 0,11 g en carne de conejo, 1,20 g en carne de cordero, 0,09 g
en carpa y entre 0,40 y 1,7 g en diversos quesos (Fritsche y Steinhart, 1998). En
cambio, en aceites vegetales y en margarinas se ha observado menos de 0,01 g/100 g
del total del contenido de grasa (Fritsche y Steinhart, 1998).

En el caso de Chile se ha estudiado el contenido de &cidos grasos en leche
bovina recepcionada en planta y su relacion con la estacionalidad anual y el sector
geografico, obteniéndose valores de CLA de 1,75y 1,41 g/100 g del total de grasa en
las regiones VIl y IX, respectivamente (Pinto et al., 2002). Sin embargo, en ese estudio
sélo se analiza el isbmero cis- 9, trans-11 pero no se conoce la cantidad de CLA de los
productos lacteos producidos en Chile.

Por otra parte los productos lacteos usualmente sufren diversos cambios durante
Su preparacion o procesamiento, el cual puede incluir tratamiento con calor intenso o
moderado que pueden llevar a cambios indeseables en lipidos o proteinas (Herzallah et
al., 2005). Semma (2002), establecié que los lipidos de la leche pueden sufrir cambios
quimicos y fisicos durante el procesamiento y almacenaje, tales como auto-oxidacion y
formacion de AG ftrans.

No obstante, los resultados del efecto de las condiciones de procesamiento,
almacenamiento y envasado en el contenido de CLA de diversos tipos de productos
lacteos no estan claros. Herzalah et al., (2005) reportaron una disminucion de CLA, de
21 y un 53% en los quesos cuando se calientan en un horno de microondas durante 5y
10 min, respectivamente. Otros estudios detectaron nuevos isémeros de CLA en los
quesos madurados (Werner et al., 1992; Lavilloniere et al., 1998; Sehat et al., 1998) y
se planted la hipétesis de que biohidrogenacion de acido linolénico en el queso podria
dar lugar a la formacién de isomeros de CLA como productos intermedios. En otro
estudio (Rodriguez-Alcala y Fontecha, 2007), los isémeros CLA predominantes (cis-9,
trans-11, cis-10 CLA, trans-12) no fueron afectados significativamente por el
procesamiento, pero una disminucion de la CLA total de queso fresco las muestras se

detect6 después de 10 semanas de almacenamiento refrigerado.
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[.2.5. Sistemas productivos lecheros en Chile

Los sistemas de produccion de leche se caracterizan por su alta complejidad y se
influencia por el medio ambiente (Navarro, 2001), el sistema de produccion adoptado, el
ambiente institucional (tecnologia y servicios) y los valores -culturales. Asi, la
planificacion de acciones de intervencién requiere distinguir los diferentes grupos o
tipos que coexisten en la poblacion estudiada, considerando los diversos aspectos en

que se desarrollan los sistemas de produccion (Ausin, 2001).

Para el caso chileno existen tres sistemas productivos bien definido: Modelo
europeo o intermedio, modelo americano intensivo que maximiza la productividad por
vaca, con alimentacion a base de dietas TMR, o alta cantidad de concentrado y un
modelo Neozelandés que privilegia la produccion por hectarea y que tiene como base
alimenticia la pradera. En el caso del sur de Chile existe una mezcla de estos sistemas,
siendo la Regidn del Bio-Bio (VIII Region) la mas parecida al sistema americano, la
Region de la Araucania (IX Region) la mas parecida a los sistemas intermedios y la
Regidn de los Lagos y de los Rios (Actual X Region y XIV Region, respectivamente) la
zona con un sistema mas parecido al Neozelandés (Anrique et al., 2004). Ademas estos
sistemas lecheros son altamente heterogéneos en cuanto a tamafio de poblacién de
animales, superficie predial, infraestructura, sistemas de alimentacion, capacitacion de
su mano de obra, capacidad empresarial y en nivel de especializacion y tecnificacion
(Gonzélez, 2007).

En el caso de la Zona sur, por condiciones de clima predomina el uso de
praderas con producciones que van de 2500 a 8000 Lt/hectarea, dependiendo del
namero de animales, es asi que el nivel productivo de 8000 litros lo alcanzan predios
con sobre 300 animales en lecheria (Pulido et al., 2009). Estos predios de mayor
produccién usan la estabulacién, ya sea en forma permanente o bien en periodos

estacionales de invierno principalmente (Anrique et al., 2004).

La rentabilidad en los predios es altamente variable debido a los diferentes
sistemas, siendo de entre un -3 a un 20%. Los sistemas mas bajos en rentabilidad

estan asociados al uso precario de la alimentacion y de la tecnologia.
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Esta amplia variabilidad en los sistemas lecheros hace necesario que el estudio
de estos factores que lo afectan, sea realizado utilizando la estadistica multivariable, la
cual ha sido empleada en muchas éareas de la ciencia aplicada para clasificar y
establecer relaciones de similitud entre unidades de las cuales se han medido una gran
cantidad de variables (Johnson y Whichern, 1998; Hair et al. 1998).

|.2.6. Referencias

Abu-Ghazaleh AA, DJ Schingoethe, AR Hippen, KF Kalscheur. 2003. Conjugated
linoleic acid and vaccenic acid in rumen, plasma, and milk of cows fed fish oil and
fats differing in saturation of 18 carbon fatty acids. J. Dairy Sci. 86: 3648-3660.

Anrique, R.; Latrille, L.; Balocchi, O.; Moreira, V.; Smith, R.; Alomar, D.; Pinochet, D.;
Vargas, G. 2004 La produccion de leche en Chile: Caracterizacion técnica a nivel
predial: Valdivia, Universidad Austral de Chile. Facultad de Ciencias Agrarias. 59
p.

Ausin, J. 2001. Apropiados manejos post-parto para mantener la produccion y
eficiencia. Agroanalisis. Chile. 202: 27-29.

Banni S, E Angioni, M Contini, G Carta, V Casu, G Lengo, P Melis, M Deiana, A Dessi,
F Corongiu. 1998. Conjugated linoleic acid and oxidative stree. J. Am Oil Chem
Soc. 75: 261-267

Bauman, DE, JM Griinari. 2001. Regulation and nutritional manipulation of milk fat: Low-
fat milk syndrome. Livest Prod. Sci., 70: 15-29.

Belury, M. A. 2002. Dietary conjugated linoleic acid in health: physiological effects and
mechanisms of action. Annu. Rev. Nutr. 22:505-531

Chouinard PY, L Corneau, WR Butler, Y Chilliard, JK Drackley, DE Bauman. 2001.
Effect of Dietary Lipid Source on Conjugated Linoleic Acid Concentrations in Milk
Fat. J. Dairy Sci. 84: 680-690.

Clouet P, L Demizieux, J Gresti, P Degrace. 1998. Mitochondrial respiration on rumenic
and linoleic acids. Biochem Soc Trans. 29: 320-325.

28



CAPITULO I. Introduccion y justificacion. Revision bibliografica. Objetivos

Collomb M, U Biitikofer, R Sieber, B Jeangros, JO Bosset. 2002. Composition of fatty
acids in cow's milk fat produced in the lowlands, mountains and highlands of
Switzerland using high-resolution gas chromatography. Int. Dairy J., 12: 649-659.

Cruz-Hernandez C, JK Kramer, JJ Kennelly, DR Glimm, BM Sorensen, EK Okine, LA
Goonewardene and RJ Weselake. 2007. Evaluating the conjugated linoleic acid
and frans 18:1 isomers in milk fat of dairy cows fed increasing mounts of
sunflower oil and a constant level of fish oil. J. Dairy Sci. 90: 3786-3801

Dhiman TR, LD Satter, MW Pariza, MP Galli, K Albright, MX Tolosa. 2000. Conjugated
linoleic acid. (CLA) content of milk from cows offered diets rich in linoleic and
linolenic acid. J. Dairy Sci. 83: 1016-1027.

Fritsche, H. Steinhart: Amounts of conjugated linoleic acid (CLA) in German foods and
evaluation of daily intake. Z Lebensm Unters Forsch A. 1998, 206, 77-82.

Gagliostro GA. 2004. Leches con alto impacto sobre la salud humana. INTA EEA
BCLAarce. Buenos Aires, Argentina. pp.1-15.

Gonzélez, J. 2007 Caracterizacion y Tipificacién de Sistemas Productivos de Leche en
la X Regién de Chile: un Analisis Multivariable. Tesis Licenciado en Ciencias de
los Alimentos. Valdivia, Universidad Austral de Chile. 105 p

Griinari JM, K Nurmela, AD Dwyes, DM Barbano, BE Bauman. 1999. Variation of milk
fat concentration of conjugated linoleic acid and milk fat percentage u associated
with a change in ruminal biohydrogenation. J. Animal. Sci. 77 (Suppl. 1). Pp:117-
118 (Abstr).

Hair, J., R. Anderson, R. Tatham, and W. Black. 1998. Multivariate data analysis. 768 p.
5th ed. Prentice Hall College Div., New York, USA.

Herzallah SM, Humeid MA, Al-Ismail KM. Effect of Heating and Processing Methods of
Milk and Dairy Products on Conjugated Linoleic Acid and Trans Fatty Acid Isomer
Content Dairy Sci 2005; 88:1301-1310

Jahries G, J Fritsche, H Steinhart. 1997. Conjugated linoleic acid in milk fat: High
variation depending on production system. Nutr. Res. 17:1479-1484.

Jhones DF, PW Weiss, DL Palmquist. 2000. Short communication: Influence of Dietary
Tallow and Fish Oil on Milk Fat Composition. J. Dairy Sci. 83: 2024-2026.

29



CAPITULO I. Introduccion y justificacion. Revision bibliografica. Objetivos

Johnson, R., and D. Wichern. 1998. Applied multivariate statistical analysis. 799 p. 4th
ed. Prentice Hall, New York, USA. [

Kay JK, TR Mackle, DE Bauman, NA Thomson, LH Baumgard. 2007. Effects of a
Supplement Containing Trans-10, Cis-12 Conjugated Linoleic Acid on
Bioenergetic and Milk Production Parameters in Grazing Dairy Cows Offered Ad
Libitum or Restricted Pasture. J. Dairy Sci. 90:721-730.

Kay JK, TR Mackle, MJ Auldist, NA Thomson, DE Bauman. 2002. “Endogenous
synthesis and enhancement of conjugated linoleic acid in pasture-fed dairy cows”.
Proceedings of the New Zealand Society of Animal Production. 62:12-15.

Kay JK, TR Mackle, MJ Auldist, NA Thomson, DE Bauman. 2004. Endogenous
Synthesis of cis-9, frans-11 Conjugated Linoleic Acid in Dairy Cows Fed Fresh
Pasture. J. Dairy Sci. 87:369-378.

Kelly ML, DE Bauman. 1996. Conjugated linoleic acid: a potent anticarcinogen found in
milk fat. In Proc. Cornell Nutr. Conf. Feed Manuf., Rochester, NY. Cornell Univ.,
Ed. Ithaca, NY. Pp 68-74.

Kelsey JA, BA Corl, RJ Collier, DE Bauman. 2003. The Effect of Breed, Parity, and
Stage of Lactation on Conjugated Linoleic Acid (CLA) in Milk Fat from Dairy
Cows. J. Dairy Sci. 86: 2588- 2597.

Khanal R, KC Olson. 2004. Factors Affecting Conjugated Linoleic Acid (CLA) Content in
Milk, Meat, and Egg: A Review . Department of Animal, Dairy and Veterinary
Sciences, Asian Network for Scientific Information. Utah State University, Logan,
UT 84322, USA. Pakistan Journal of Nutrition. 3 (2): 82-98.

Khanal RC, TR Dhiman, AL Ure, CP Brennand, RL Boman, DJ McMahon. 2005.
Consumer Acceptability of Conjugated Linoleic Acid-Enriched Milk and Cheddar
Cheese from Cows Grazing on Pasture J. Dairy Sci. 88:1837-1847

Kim YJ, RH Liu, DR Bond, JB Russell. 2002. Effect of linoleic acid concentration on
conjugated linoleic acid production by Butyrivibrio fibrisolvens A38. Appl Envirom
Microbiol. 12: 5226.5230.

30



CAPITULO I. Introduccion y justificacion. Revision bibliografica. Objetivos

Lock AL, PC Garnsworthy. 2002. Independent effects of dietary linoleic and linolenic
fatty acids on the conjugated linoleic acid content of cows’ milk. Anim. Sci.
74:163-176.

Maynard L, J Loosli, H Hintz, R Warner. 1997. Nutricién Animal. 7" ed. McGraw-Hill
Boock Co. USA.

Moore CE, JK Kay, RJ Collier, MJ VanBaale and LH Baumgard. 2005. Effect of
Supplemental Conjugated Linoleic Acids on Heat-Stressed Brown Swiss and
Holstein Cows' J. Dairy Sci. 88:1732-1740

Murphy J.J., Coakley M. , Stanton C. 2008. Supplementation of dairy cows with a fish oil
containing supplement and sunflower oil to increase the CLA content of milk
produced at pasture.Livestock Science 116 : 332-337.

Navarro, H. El enfoque de sistemas en el desarrollo de predios lecheros. Seminario de
Leche. Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Centro Regional de
Investigacion Remehue, Osorno, Octubre. Chile. 187 pp. 2001.

O Quinn PR, JL Nelssen, RD Goodband, MD Tokach. 2000. Conjugated linoleic acid.
Anim Health Res Rev. 1: 35-46.

Offer NW, M Marsden, J Dixon, BK Speake, FE Thacker. 1999. Effect of dietary fat
supplements on levels of n-3 poly-unsaturated fatty acids, trans acids and
conjugated linoleic acid in bovine milk. Anim. Sci. 69:613-625.

Parodi P. 2003. Conjugated linoleic acid in food. In J. Sebedio, W.W. Christie and R.
Adolf ed. Advances in Conjugated Linoleic Acid Research, Vol. 2, Pp:101-121.
AOCS Press, Champaign, IL.

Perfield JW 1l, AL Lock, JM Griinari, A Seebg, P Delmonte, DA Dwyer, DE Barman.
trans-9, cis-11 Conjugated Linoleic Acid Reduces Milk Fat Synthesis in Lactating
Dairy Cows . J Dairy Sci. 90: 2211-2218.

Peterson DG, JA Kelsey, DE Barman. 2002. Analysis of Variation in cis-9, trans-11
Conjugated Linoleic Acid (CLA) in Milk Fat of Dairy Cows. J. Dairy Sci. 85: 2164-
2172.

Pinto M, Rubilar, Carrasco, E. 2002. Efecto estacional y del area geografica en la
composicion de acidos grasos en la leche de bovinos. Agro sur. Vol. 30, No. 2,
pp. 75-90.

31



CAPITULO I. Introduccion y justificacion. Revision bibliografica. Objetivos

Precht D, J Molkentin. 1997. Effect of feeding on trans positional isomers of
octadecenoic acid in milk fats. Milchwissenschaft. 52:564-568.

Precht D, J. Molkentin. 2000. Frequency distribution of conjugated linoleic acid and trans
fatty acid contents in European bovine milk fats. Milchwissenschaft. 55:687-691

Pulido RG, Escobar A, Follert S, Leiva M, Orellana P, Wittwer F et al.,., . Efecto del nivel
de suplementacion con concentrado sobre la respuesta productiva en vacas
lecheras a pastoreo primaveral con alta disponibilidad de pradera. Arch. med.
Vet. Arch Med Vet 41, 197-204. 200

Ramaswamy N, RJ Baer, DJ Schingoethe, AR Hippen, KM Kasperson, LA
Whitlock.2001. Consumer evaluation of milk high in conjugated linoleic acid. J
Dairy Sci. 84: 1607-16009.

Sanhueza CJ, S Nieto, BA Valenzuela. 2002. Acido linoleico conjugado: un acido graso
con isomeria trans potencialmente beneficioso. Rev. chil. nutr. vol.29, no.2. 98-
105.

Schroeder G, J Delahoy, | Vidarreta, F Bargo, G Gagliostro, L. Mullert. 2003. Milk fatty
acid composition of cows fed a total mixed ration or pasture plus concentrates
replacing corn with fat. J. Dairy Sci. 86: 3237- 3248.

Semma, M. 2002. Trans fatty acids: Properties, benefits and risks. J. Health Sci. 48: 7-
13.

Smith, R. 1999. Caracterizacion de los sistemas productivos lecheros de Chile. p. 274-
302. Cap. V. In Competitividad de la producciéon lechera nacional. Universidad
Austral de Chile, Facultad de Ciencias Agrarias, Valdivia, Chile.

Stanton C, F Lawless, G Kjellmer, D Harrington, R Devery, JF Connolly, J Murphy.
1997. Dietary influences on bovine milk cis-9, trans-11- conjugated linoleic acid
content. J. Food Sci. 62: 1083-1086.

Thomas L, M Rowney. 1996. Australian milk fat survey - fatty acid composition. The
Australian Journal of Dairy Technology. 51(10):112-114.

Thomson NA, W Van Der Poel. 2000. Seasonal variation of the fatty acid composition of
milk fat from Friesian cows grazing pasture. Proceedings of the New Zealand
Society of Animal Production : 60:314-317.

32



CAPITULO I. Introduccion y justificacion. Revision bibliografica. Objetivos

Valenzuela A, J Sanhueza, S Nieto. 2000. Acidos grasos omega-3 de cadena larga en
la nutricion humana y animal. Rev Chil Nutr. 27: 351-354.

Valenzuela A, N Morgado. 1999. Trans fatty acid isomers in human health and in the
food industry. Biol Res 1999. 32: 273-287

Ward AT, KM Wittenberg, HM Froebe, R Przybylski, L MCLAolmson. 2003. Fresh
Forage and Solin Supplementation on Conjugated Linoleic Acid Levels in Plasma
and Milk. J. Dairy Sci. 86:1742-1750.

Wu Z, MN Lahlou, LD Satter, L Massingill, MW Pariza. 1998. Increased Conjugated
Linoleic Acid (CLA) in milk fat of grazing cows is not explained by more CLA
production in the rumen. US Dairy Forage Research Center, Research
Summaries. Pp. 96-97

Yurawecz MP, JA Roach, N Sehat , MM Mossoba, JK Kramer, J Fristsche, H. Steinhart,
K ku. 1998. A new conjugated linoleic acid ismers, 7 trans, 9 cis-octadecadienoic
acid, in cow milk, cheesse, beef and human milk and adipose tissue. Lipids. 33:
803-809.

33



CAPITULO I. Introduccion y justificacion. Revision bibliografica. Objetivos

[.3. OJETIVOS

De acuerdo a los antecedentes planteados anteriormente y por la importancia

que tiene el &cido linoléico conjugado en la nutricion del hombre y sus claros efectos en

salud publica, el objetivo general de la presente Tesis ha sido la caracterizacion de la

produccién bovina lechera en sistemas con base en el pastoreo en el sur de Chile y el

desarrollo estratégico de la produccion lactea con alto contenido en CLA.

Los objetivos especificos han sido los siguientes:

a.

Caracterizar las explotaciones o predios de la IX Region de Chile, de acuerdo a
su sistema de alimentacion, como regidbn con un sistema de produccion
intermediario entre la VIII y la X Region.

Estudiar el contenido de CLA total y de sus isomeros en leche fresca y en
productos lacteos (leche en polvo, leche condensada, queso y mantequilla). Con
respecto a la leche recepcionada en planta, el estudio se hace en dos regiones
con sistemas de produccion bovinos lecheros importantes en Chile y
diferenciados principalmente por el tipo de alimentacibn de los animales:
sistemas basados en el pastoreo (X Regién de los Lagos) y sistemas con mayor
estabulacion y basados en raciones TMR (VIII Region del Bio-Bio).

Determinar el efecto sobre el contenido en CLA del procesamiento de la leche
fresca en productos lacteos (leche en polvo y leche condensada).

Evaluar el efecto de dietas con soja (0.5 and 1.0 kg d*') en vacas con
alimentacion base a de pastos, en la produccion y calidad nutricional de la leche,
especialmente sobre la cantidad de CLA total y sus isomeros.

Evaluar el efecto de dietas con grano entero, molido y grano entero agregado en
el concentrado de raps canola en vacas con alimentacion base a de pastos, en la
produccién y calidad nutricional de la leche, especialmente sobre la cantidad de

CLA total y sus isbmeros.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION DE LA PRODUCCION BOVINA
LECHERA EN SISTEMAS CON BASE EN EL PASTOREO
EN EL SUR DE CHILE

Se corresponde con el objetivo 1.

Articulos publicados o enviados para su publicacién:

Caracterizacion productiva de explotaciones lecheras empleando
metodologia de analisis multivariado

Juan Pablo Avilez, Paul Escobar, Gabrielle von Fabeck, Karen Villagran,
Fernando Garcia, Roberto Matamoros y Antén Garcia Martinez.

Revista Cientifica, FCV-LUZ (2010), Vol. XX, N° 1, 74-80.
Impact Factor (IF) = 0,109; 4° cuartil; 134/145 revistas de VETERINARY SCIENCES
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CAPITULO II. Caracterizacion de la produccion lechera en sistemas con base en el
pastoreo en el sur de Chile

II.1. INTRODUCCION

Los sistemas de produccion de leche se caracterizan por su alta complejidad y se
influencia por el medio ambiente (Navarro, 2001), el sistema de produccion adoptado, el
ambiente institucional (tecnologia y servicios) y los valores culturales. Asi, la
planificacion de acciones de intervencién requiere distinguir los diferentes grupos o
tipos que coexisten en la poblacion estudiada, considerando los diversos aspectos en
que se desarrollan los sistemas de produccion (Ausin, 2001). Aqui cobra importancia
aspectos sociales como el nivel educativo de los propietarios, de los trabajadores, afios
de antigiiedad en el sector, asociacion de experiencia en el sector y manejo productivo;
todo ello contribuiria a la adopciéon de nuevas tecnologias que mejoren su empresa
productiva (Bedotti et al., 2005; Moore y Payne, 2007; Stup et al., 2006). Caracterizar
estos sistemas es complejo, por lo que se han propuesto una serie de técnicas de
andlisis estadisticos como; técnicas de analisis de varianza (Acero et al., 2003; Mainar
et al., 1994; Martos et al., 1995), técnicas de analisis multivariante como el analisis de
componentes principales, correspondencia mdultiple y analisis de conglomerados
(cluster) (Castel et al., 2003; Pardos y Olivian, 2000; Paz et al, 2003; Rapey et al., 2001;
Siegmund-Schultze y Rischkowsky, 2001; Srairi y Lyoubi, 2003), que incluyen un
conjunto de técnicas y métodos que nos permiten estudiar conjuntos de variables en
una poblacion de individuos. Por lo anterior, se planted un estudio para caracterizar
explotaciones lecheras de la zona de Vilcin (IX Regién-Chile) empleando una
metodologia multivariada que permite analizar variables técnicas, productivas y

caracteristicas del recurso humano disponibles en las explotaciones.
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1.2. MATERIAL Y METODO

[1.2. 1. Seleccion de la muestra y disefio del instrumento de recoleccion de datos.

El estudio se realiz6 en la comuna de Vilcun, provincia de Cautin, IX Region,
Chile, a partir de la evaluacién de 56 explotaciones lecheras en este sector (INE, 1998)
de las cuales se muestrearon 24 fundos, lo que representa un 43% de la poblacién. De
estos, 11 productores fueron considerados como pequefios con una produccion de
leche menor a 50.000 L afio™, 7 medianos con una produccién de 50.000-100.000 L
afio™ y 6 grandes productores lecheros con producciones superiores a 100.000 L afio™.
La informacion fue recogida mediante una encuesta de elaboracion propia, siguiendo
metodologias establecidas (Anrique, 1999) y descritas en trabajos previos (Avila et al.,
2000; Ferrando et al., 2002; Smith et al., 2002). Una vez realizadas las encuestas se
tabulo la informacién y se elaboré una base de datos con las variables que representan
la dimension de las explotaciones y la productividad de las mismas como son:
inventario ganadero (numero, edad aproximada de las vacas, raza, manejo
reproductivo), alimentacion de las vacas (manejo del pastoreo y nivel de uso de
concentrados), inventario de praderas, cultivos suplementarios y formas de
conservacion de forraje (nUmeros de corte para ensilaje y heno, edad y calidad de las
praderas, y niveles de fertilizacidén), aspectos sanitarios del rebafio (terapia de secado),
inventario de mano de obra (tiempo dedicado al rubro lechero por cada trabajador, afios
de educacién, capacitacion) y nivel tecnoldgico; como datos que causan mayor impacto
productivo en los sistema lecheros en Chile. EI modelo matematico sigue un Analisis
Factorial, el cual puede ser exploratorio o confirmatorio (Benson y Nasser, 1998;
Gorsuch, 1990). El analisis exploratorio se caracteriza porque no se conocen a priori el
namero de factores y es en la aplicacion empirica donde se determina este numero. Por
el contrario, en el analisis de tipo confirmatorio los factores estan fijados a priori,
utilizandose contrastes de hipdtesis para su corroboracion, lo cual corresponde a este
trabajo.
Cada variable se expresa como una combinacion lineal de factores no directamente

observables.
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Xij = F1i ail + F2i ai2+....+Fki aik + Vi Siendo:

Xij la puntuacién del individuo i en la variable j.

Fij son los coeficientes factoriales.

aij son las puntuaciones factoriales.

Vi el factor Unico y se llama especificidad, representando la contribucion del factor tnico

a la variabilidad total de Xi.

[1.2.2. Andlisis estadisticos

Para realizar un adecuado procesamiento estadistico de los datos de las
encuestas, se utilizd el método de clasificacion multivariado. A cada variable se le
asignd un cdédigo para su posterior andlisis, luego se procedié a su traspaso a una
planilla electronica Microsoft office Excel 2003. Los datos cuantitativos y cualitativos
obtenidos a través de la encuesta fueron sometidos a un analisis de pardmetros
estadisticos descriptivos. Luego los datos cualitativos recopilados fueron sometidos a
un analisis de correspondencias simples, que es una técnica de reduccion de
dimensiones en el contexto de tablas de contingencia. Este método permite estudiar la
relacion entre variables segun las distancias en puntos representados en un plano, el fin
es representar graficamente la relacién entre variables. Se trata de una técnica de
andlisis multivariable, aplicable al analisis de matrices de datos (Vivanco, 1999). El
andlisis estadistico fue realizado utilizando el programa Statistical Package for the
Social Sciences SPSS version 13,0 para Windows (SPSS Inc, Chicago IL, USA) y JMP
version 5,0 (SAS Institute Inc).
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

[1.3.1. Caracteristicas de los sistemas lecheros

En el caso de los pequeios y medianos productores tienen un promedio de 160
hectareas destinadas a la produccion de leche; en cambio los grandes productores
poseen en promedio de 240 hectareas destinadas a lecheria. El total de productores
realiza ordefio mecanizado y dos veces al dia, excepto un 8 % que realiza un solo
ordefio. Respecto al periodo de lactancia en el caso de los pequefios productores de
leche, se tiene que un 63,6 % de los encuestados mantienen una lactacion entre 200-
250 dias, y so6lo un 18,2 % tiene lactaciones entre 250-280 dias. Esto contrasta con una
Optima lactacion estandarizada de 305 a 325 dias (Erdman y Varner, 1995). En lo
referente a los grandes productores, un 66,7 % declaré tener lactaciones entre los 280-
300 dias, y el otro 33,3 % mayor a los 300 dias. La producciéon promedio por vaca
correspondia a 9 L diarios en el caso de los pequefios y medianos productores y de 14
L para los considerados grandes. La produccion de leche en este sector se basa en
praderas naturales mayoritariamente, con un manejo de pastoreo continuo en todos los

sistemas estudiados.
[1.3.2. Andlisis Multivariado

[1.3.2.1. Andlisis de correspondencia entre produccién total de leche y educacion del

propietario.

La asociacion entre estas dos categorias es alta y corresponde a un 86%. De
acuerdo a la Figura Il.1, existe una mayor cercania entre los productores con educacion
superior y una alta produccién de leche (>100.000 L afio™). Asi mismo se puede ver
que existe una asociacion entre los productores con educacién media y una produccion
media de leche (50.000-100.000 L afio™). También se puede observar una relacién
entre los productores con educacion basica y una baja produccion de leche (<50.000 L

afio™). El nivel educacional del productor es una limitante, tanto para tomar decisiones
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técnicas como administrativas (Gatica, 1985; Lerdon y Aspe, 2000). En este sentido,
los individuos méas preparados poseen una mayor flexibilidad intelectual y una mayor
capacidad de razonamiento, lo que seria un factor positivo para la adopcién de nuevas
tecnologias (Craig, 1992; Monardes, 1990). Sin embargo, la rentabilidad y la
productividad no parecen ser factores importantes en las decisiones de los productores
que usan practicas de gestion de recursos humanos (Stup et al., 2006). Es por ello
importante desarrollar programas de extension para proporcionar a los productores

mejores herramientas en la toma de decisiones (Chase, 2006).

Figura Il.1. Analisis de correspondencia de produccion total de leche y nivel de

educacion del productor.
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[1.3.2.2. Andlisis de correspondencia entre educacion del ordefiador y produccién total

de leche

Del total de agricultores encuestados, la categoria de produccién total de leche
alta (>100.000 L afio™) presenta sélo ordefiadores con estudios de educacién basica
completa, lo que sumado al nivel de preparacién de duefio de la explotacién genera
mayor adopcion de tecnologias y mayor capacidad de respuestas frente a problemas.
Los productores considerados medianos presentan solamente ordefiadores con

educacion béasica incompleta. Finalmente en el caso de una produccion lechera baja,
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existe una proporcién de ordefiadores con educacion basica completa cercana al 80 %
en contraste con un 20 % de ordefiadores con educacion basica incompleta (Figura
[1.2). Sin duda que la educacién del productor y del ordefiador reduce la vulnerabilidad
sanitaria y productiva de un sistema lechero (Moore and Payne, 2007; Stup et al.,
2006).

Figura I1.2. Gréafico de contingencia de educacion del ordefiador y produccion total de

leche.
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11.3.2.3. Analisis de correspondencia entre nimero de ordefios diarios y produccion total

de leche

El analisis de correspondencia entre el numero de ordefias diarios y la
produccion total de leche muestra un grado de asociacion de un 65 %; lo que esta
indicando una relacion alta. De acuerdo a lo observado en la Figura 1.3, en el gréfico
perceptual existe una mayor relacidbn entre producciones de leche altas y medias
superiores a 50.000 L afio™ y realizar dos ordefios al dia. Se puede observar que existe
una mayor cercania entre producciones bajas de leche (menor a 50.000 L afio™) con
realizar una ordefia diaria. La frecuencia de la ordefia aumenta la produccion de leche
(Speicher et al., 1994), pasar de un a dos ordefios y a tres ordefios se obtiene mas kg

dia " en la medida que se aumenta la frecuencia, siendo similares estos aumentos para
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vacas primiparas y multiparas (Erdman y Varner, 1995). Actualmente existe una
corriente en Nueva Zelanda dado por el bienestar animal de ordefiar una sola vez al dia
en vez de dos, existiendo diferencia en la produccién y en el tamafio de la ubre; sin
embargo, en cuanto al nivel de estrés no existe diferencia significativa (Tucker et al.,
2007).

Figura 11.3. Andlisis de correspondencia de nimero de ordefios diarios y produccion

total de leche.
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[1.3.2.4. Andlisis de correspondencia entre terapia de secado y produccion total de leche

Del total de los productores lecheros encuestados, en la categoria de produccion
lechera alta aproximadamente un 75 % realiza terapia de secado a todas las vacas del
plantel, en contraste con un 25 % que realiza terapia de secado solo a las vacas con
mastitis. Los productores medianos la totalidad realiza terapia de secado a todas las
vacas. En el caso de los productores pequefios, aproximadamente un 60 % no realiza
terapia de secado, un 20 % hace terapia de secado a todas las vacas y el otro 20 %
so6lo a las vacas con mastitis (Figura 11.4). La terapia de secado junto con el tratamiento
antibiotico al término de la lactacidon es una de las medidas mas ampliamente difundidas
en el mundo para el control de la mastitis (Kruze, 1998). Otros autores sefialan que la
terapia de secado se deberia utilizar solo en animales con problemas de mastitis

(Philpot, 1999). Todos los productores encuestados practican una terapia de secado de
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al menos 60 dias. La terapia de secado Optima se realiza entre los 40 y 60 dias, y
existen diferencias productivas de leche corregida al 4 % al acortar el periodo seco
(Sorensen y Enevoldsen, 1991). Estudios realizados recientemente sefialan que no hay
diferencias significativas en la produccion de leche corregida y en la ingesta de materia
seca entre vacas con periodos secos de 28 dias 0 de 70 dias. Por otro lado se afirma
gue la eliminacion del periodo seco mejora el balance energético y el estado metabdlico

de los animales (Rastani, 2005).

Figura 1l.4. Grafico de contingencia de terapia de secado y produccion total de leche.
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11.3.2.5. Analisis de correspondencia entre produccion total de leche y sistema de

enfriamiento

En acuerdo con el andlisis de correspondencia las variables estudiadas tienen un
grado de asociacion del 50 %. De acuerdo a la Figura 11.5, perceptualmente existe una
mayor asociacion entre uso del tanque enfriador en los predios con producciones altas
y medias de leche. Ademas, se observa que existe una mayor cercania entre uso de
agua corriente y baja produccién lechera. El enfriamiento de la leche es importante, ya
gue la leche tibia es un medio excelente para el crecimiento de microorganismos y el

namero aumentara significativamente en un corto periodo de tiempo si la leche no es
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enfriada (Philpot, 1999) y por ello el recuento de células somaticas en el tanque pasa a

ser un excelente indicador de la sanidad mamaria (Jayara et al., 2004).

Figura 11.5. Analisis de correspondencia de produccién total de leche y sistema de

enfriamiento.
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[1.3.2.6. Analisis de correspondencia entre registros reproductivos y produccion total de
leche

La asociacion de estas categorias es de un 43 %, lo que indicaria una asociacion
media a baja (Figura I1.6). Al observar esta figura, se puede ver que existe una mayor
cercania entre producciones bajas a medias de leche y el no uso de registros
reproductivos, como asi también se puede apreciar una mayor proximidad entre
producciones altas de leche y el uso de registros reproductivos de los planteles
lecheros. Los registros son muy importantes en todo lo que se refiere al manejo del
ganado, ya que permiten, por ejemplo, determinar en qué dia se debe secar la vaca,
determinar la fecha probable de paricion de la vaca, adaptar la racion por grupos e ir
manejando su condicion corporal; ello con el fin de evaluar el ciclo productivo una vez
finalizado, lo que sin lugar a dudas permite lograr una mejor gestion y una mejor
rentabilidad (Ausin, 2001). Ademas, es importante usar la informacion reproductiva en
rebafios como herramienta Util en la toma de dediciones comerciales del ganado

lechero (Caraviello et al., 2006).
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Figura I1.6. Analisis de correspondencia de registros reproductivos y produccion total de

leche
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[1.3.2.7. Andlisis de correspondencia entre mastitis y tiempo como lechero

En acuerdo con el analisis de correspondencia, se observa un grado de
asociacion entre las categorias medidas es de un 77 %, lo que indicaria una asociacion
alta. De acuerdo a la figura II.7 se observa que existe una mayor cercania entre los
productores que llevan menos tiempo en el rubro lechero (0-5 afios) y un alto nivel de
mastitis. Asi mismo se puede ver que existe una relacion entre los productores mas
antiguos en el rubro (20-25 afios) y un bajo nivel de mastitis en los predios. El resto de
las categorias de tiempo como productor lechero tendria una mayor cercania con
niveles de mastitis medios. También se puede observar que los niveles medios a altos
de prevalencia de mastitis estan asociados a tiempos recientes como productor en el

rubro lechero y viceversa.
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Figura I.7. Andlisis de correspondencias de mastitis y tiempo como lechero.
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CAPITULO 1lI

CARACTERIZACION DE LOS NIVELES DE ACIDO
LINOLEICO CONJUGADO EN ALIMENTOS LACTEOS EN
CHILE. EFECTO DEL PROCESAMIENTO DE LA LECHE
FRESCA EN PRODUCTOS LACTEOS.

Se corresponde con los objetivos 2 y 3.

Articulos publicados o enviados para su publicacién:

Conjugated linoleic acid content of commercial dairy products in Chile
and effect of processing methods.

Juan Pablo Aviléz, Paul Escobar, Cristian Diaz, Gabrielle von Fabeck, Roberto
Matamoros, Fernando Garcia, Marcelo Alonzo, Manuel Delgado-Pertifiez.

Food chemistry. Trabajo enviado para su publicacion.
5-Year Impact Factor (IF) = 4,268; 1% cuartil; 6/128 revistas de FOOD SCIENCE & TECHNOLOGY
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[ll. 1. INTRODUCCION

El acido linoleico conjugado (CLA) representa entre 20 y 28 isémeros del acido
linoleico C18: 2 (Lock y Garnsworthy, 2003) que se ha indicado como uno de los acidos
grasos (AG) mas beneficiosos para la salud humana (Pariza y Park, 2001). De todos los
isdbmeros, solo el cis-9, trans-11 y el trans-10, cis-12 han mostrado una actividad
biolégica interesante (Wahle et al., 2004). El isomero cis-9, trans 11, también conocido
como &cido ruménico, se ha documentado que tiene un efecto anticancerigeno
(Visonneau et al., 1997; Aro et al., 2000) y efecto antioxidante (Devery et al., 2001),
mientras que el isomero frans-10, cis-12 es responsable de pérdida de peso y aumento
de la masa muscular sin grasa (Gaullier et al., 2004; Malpuech-Brugere et al., 2004).
A pesar que se han utilizado una serie de estrategias para estimar la ingesta de CLA
total, la evaluacion rigurosa del consumo de CLA requiere de mas documentacion y
ademas hay que conocer la composicion de CLA en el suministro de alimentos (Ma et
al., 1999).

El CLA se ha encontrado en diversos alimentos como lacteos, carnes, productos
vegetales y alimentos de origen marino, sin embargo, los productos de rumiantes como
la leche y la carne constituyen la principal fuente de CLA para los seres humanos (Chin
et al., 1992). En este sentido y expresado en g de CLA/100 g de AG totales se han
sefalado cantidades de 0,11 g en carne de conejo, 1,20 g en carne de cordero, 0,09 g
en carpa y entre 0,40 y 1,7 g en diversos quesos (Fritsche and Steinhart, 1998). En
cambio, en aceites vegetales y en margarinas se ha observado menos de 0,01 g/100 g
de AG totales (Fritsche and Steinhart, 1998). La dieta en los animales tiene una
influencia importante en el CLA de grasa en leche y ha sido ampliamente investigado
(Bauman et al., 2000). Varios estudios nutricionales en rumiantes han sido realizados
para aumentar el contenido de CLA en productos animales y para mejorar sus
propiedades nutricionales. Por ejemplo, se ha informado de que el forraje fresco y
alimentos ricos en aceites aumentan la concentracion de CLA (Khanal et al, 2005;
Dewhurst et al, 2006). En este sentido, la alimentacion de vacas teniendo como base el

pastoreo en praderas naturales y mejoradas proporciona altos contenidos de CLA, tanto
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en leche fresca como en leche procesada (Zlatanos et al, 2002, Avilez et al., 2012). En
el caso de Chile se ha estudiado el contenido de acidos grasos en leche bovina
recepcionada en planta y su relacion con la estacionalidad anual y el sector geogréfico,
obteniéndose valores de CLA de 1,75y 1,41 g/100 g de AG totales en las regiones Vi
y IX, respectivamente (Pinto et al., 2002). Sin embargo; en ese estudio sélo se analiza
el isbmero cis- 9, frans-11, por |6 que se hace necesario conocer el CLA total y de los
isdbmeros en productos lacteos que se comercializan y estan disponibles en Chile.

La leche y productos lacteos generalmente sufren diferentes cambios durante su
preparacion o procesamiento, que pueden incluir tratamientos térmicos moderados o
severos y que conducen a cambios no deseables en los lipidos o proteinas (Herzallah
et al., 2005). Semma (2002) sefiala que los lipidos de la leche pueden sufrir cambios
quimicos y fisicos durante el procesamiento y almacenaje, tales como auto-oxidacion y
formacion de &cidos grasos frans. Sin embargo; los resultados del efecto de las
condiciones de procesamiento, almacenamiento y envasado en el contenido de CLA en
diversos tipos de productos lacteos no son claros. En lo que respecta a los quesos, los
trabajos presentan los resultados para distintas variedades de éstos, y a menudo se
cree que los niveles de CLA pueden variar debido a diferentes condiciones de
procesamiento. Herzallah et al. (2005) sefalan un descenso de CLA de 21y 53% en los
quesos calentados en un horno de microondas durante 5 y 10 min, respectivamente.
Sin embargo, estos efectos tienden a ser pequefos, y las variaciones en los niveles de
CLA son similares a los niveles en la leche cruda utilizada como materia prima (Gnadig
and Sebedio, 2002; Luna et al., 2005). Sin embargo, otros estudios han detectado
nuevos isomeros de CLA en quesos madurados (Werner et al., 1992; Lavilloniére et al.,
1998; Sehat et al., 1998) y se planteo la hipotesis de que la biohidrogenacion del acido
linolénico en queso podria conducir a la formacion de isobmeros de CLA como productos
intermedios. En otro estudio (Rodriguez-Alcala y Fontecha, 2007), sefialan que los
isbmeros predominantes de CLA (cis-9, trans-11, cis-10 CLA, trans-12) no se vieron
afectados significativamente por el tratamiento, pero una disminucion de CLA total en
queso fresco se detectd en las muestras después de las 10 semanas de
almacenamiento refrigerado. Ademas, en ese estudio se ha observado que el

almacenamiento refrigerado y el tratamiento térmico resultdé en una disminucion
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significativa o desaparicion de algunos de isomeros de CLA considerados como
isbmeros que se presentan en pequefia cantidad, y en un aumento significativo de
isbmeros trans, trans, cis, trans, trans, cis y cis, cis sobre todo en la leche fortificada en
polvo, asi como también en la leche fermentada, yogur, leche y jugo en mezcla.

Por lo anterior, es que el objetivo del presente estudio fue evaluar el contenido de
CLA total y sus isémeros en productos lacteos de vacuno, como son la leche
recepcionada en planta y sus productos derivados de esta para consumo humano
(leche en polvo, leche condensada, queso, mantequilla). Con respecto a la leche
recepcionada en planta, el estudio se hace en dos regiones importantes en Chile en
produccion de leche bovina y diferenciada principalmente por el tipo de alimentacion de
los animales: sistemas basados en el pastoreo (X Regidn de los Lagos) y sistemas con
mayor estabulacion y basados en racion total mezclada (TMR) (VI Region del Bio-Bio).
También se ha evaluado el efecto del procesamiento de la leche fresca en productos

lacteos (leche en polvo y leche condensada) sobre el contenido en CLA.
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[ll. 2. MATERIAL Y METODO

[ll. 2.1. Muestras experimentales

Leche de tanque de recepcion. Se tomaron muestras de leche de dos regiones
de chile, con sistemas de produccion bovinos lecheros diferenciados principalmente por
el tipo de alimentacion de los animales: sistemas basados en el pastoreo (X Region de
los Lagos) y sistemas con mayor estabulacion y basados en TMR (VIII Region del Bio-
Bio). De tanques de recepcion de leche cruda de la planta NESTLE-Chile proveniente
de los predios lecheros ubicados en la zona de Osorno (X Region de los Lagos; con 6
tanques de recepcion) y en la zona de los Angeles (VIII Region del Bio-Bio; con 5
tanques de recepcion), con una capacidad de 120.000 L y a una temperatura de 8 °C,
se tomaron tres muestras de leche de 100 mL cada una cada 15 dias en el verano
(n=18), otofio (n=18) y primavera (n=18) del afio 2004, segun protocolo del International
Dairy Federation (1995). Estas muestras fueron transportadas al laboratorio ANALACU
de la Universidad Catdlica de Temuco en cajas termo aisladas a una temperatura de
4°C y conservadas a — 80 °C hasta su analisis.

Productos lacteos.Durante los afios 2003, 2004 y 2005, se tomaron muestras de
leche condensada (peso de cada muestra: 0,40 kg) producidas por la empresa
NESTLE-Chile ubicada en la la zona de Los Angeles (VIII Regién del Bio-Bio) (dos
muestras/mes, n = 48) y de leche en polvo (peso de cada muestra: 4 kg) producida por
la empresa NESTLE-Chile ubicada en la zona de Osorno (X Regién de los Lagos) (dos
muestras/mes, n=48). Ademas de supermercados se tomaron muestras de mantequillas
(peso de cada muestra: 0,12 kg; n= 14) y quesos Gouda (peso de cada muestra: 1 kg; n
= 14) més consumidos en Chile de dos importantes industrias lacteas del sur de Chile.
Todas las muestras se enviaron en cajas termo aisladas a 4 °C al laboratorio y
conservadas a 4 °C hasta su andlisis.

Transferencia de CLA de leche cruda a productos. De tanques de recepcion de
leche cruda de la planta NESTLE-Chile proveniente de los predios lecheros ubicados en
la zona de Osorno (X Regidn de los Lagos; 6 tanques de recepcion) y en la zona de Los

Angeles (VIII Region del Bio-Bio; 5 tanques de recepcion), con una capacidad de
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120.000 L y a una temperatura de 8 °C, se tomaron 3 muestras de leche cada 10 dias
durante 10 meses en el afio 2006 (n= 90), segun protocolo del International Dairy
Federation (1995). Paralelamente se tomaron muestras de los productos procesados de
la leche cruda procedente de los tanques anteriores: leche en polvo (tres muestras por
mes, n=30) obtenida por evaporacién (55-70°C) y atomizacién (150-250°C) y leche
condensada obtenida por evaporacién a 100 °C (tres muestras por mes, n= 30). Todas
las muestras se enviaron en cajas termo aisladas a 4 °C al laboratorio y conservadas a

4 °C hasta su analisis.

[ll. 2.2. Contenido de CLA y sus isomeros

Se determinaron los isébmeros de CLA (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12; Cis-10
cis-12) contenidos en muestras de leche y los productos lacteos. Los lipidos totales se
extrajeron por el método de Folch et al (1957), utilizando una mezcla de cloroformo y
metanol (2:1. V v-1). Los AG se han determinado por cromatografia de gases después
de su transesterificacion a ésteres metilicos (Morrison y Smith, 1964), como se ha

escrito previamente por Avilez et al. (2012).

I1l. 2.3. Analisis estadistico

Para el analisis del contenido de CLA se utilizé el modelo lineal general (GLM)
utilizando el programa SPSS 18.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.),
incluyendo el efecto fijjo del tipo de producto (contenido de CLA en los productos
lacteos) o tipo de producto y mes (efecto en el contenido en CLA del procesamiento de
la leche fresca en productos Lacteos). Las comparaciones por pares de medias se

llevaron a cabo, en cada caso, usando las pruebas de Tukey.
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[ll. 3. RESULTADOS Y DISCUSION

[11.3.1. Contenido de CLA en los productos lacteos

En la tabla Ill.1 se presenta el contenido de CLA en leche cruda de tanque de
recepcion y el contenido de CLA en productos lacteos. La leche cruda ha presentado
valores medios de CLA total entre 1,72 g/100 g de AG totales de la leche de primavera
de la zona de Osorno y 0,42 g de la leche de verano de la zona de Los Angeles. Los
productos lacteos presentaron niveles promedios muy variados en cuanto a sus
contenidos de CLA total, que van desde 0,88 g/100 g de AG totales en queso hasta
1,50 g en mantequilla, 1,49 g en leche condensada y 1,97 g en leche en polvo.
Comparando el contenido de CLA total y sus isbmeros entre todos los productos
analizados, se puede observar que, excepto para la leche de primavera de la zona de
Osorno, los productos lacteos han presentado contenidos significativamente mayores
(p<0,05) que la leche cruda. También se puede observar que las cantidades de CLA en
leche cruda por estacion del afio y por region geogréfica presentan diferencias
significativas (p<0,05), encontrandose mayores niveles de CLA en los silos de
primavera y localizados en Osorno, no observandose diferencias en la estacion de
otofio entre regiones. Por otro lado, se han observado diferencias entre los afios
analizados en leche condensada y en leche el polvo, encontrandose mayores niveles
de CLA en al afio 2004 en comparacion con los afios 2003 y 2005.

En el caso de Chile se ha estudiado el contenido de &cidos grasos en leche
bovina recepcionada en planta y su relacion con la estacionalidad anual y el sector
geogréafico, obteniéndose valores de CLA de 1,75y 1,41 g/100 g de AG totales en las
regiones VIII y IX, respectivamente (Pinto et al., 2002). Sin embargo, en ese estudio
sélo se analiza el isbmero cis- 9, trans-11. A nivel internacional se han sefialado valores
maximos de CLA en leche cruda de 1,16 g/100 g del total de AG en Alemania (Fritsche
y Steinhart, 1998), 0,04 en Francia (Laloux et al., 2007) y 0,72 en Portugal (Martins et
al., 2007). Estos valores son mas bajos que los encontrados en este estudio tanto en la
zona de los Angeles (0,89 g/100 g del total de AG) como en la zona de Osorno (1,48

g/100 g of total FA). Los valores encontrados en esos paises son igualmente mas bajos
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que los obtenidos en Chile en el estudio previo de Pinto et al., (2002), de acuerdo a la
estacion del afio (1,75 en primavera-verano; 1,59 g en otofio-invierno). Sin embrago, los
valores de CLA de los trabajos anteriores hacen referencia al isdmero cis-9, trans-11
como unico isébmero, encontrado en el trabajo de Alemania, al CLA total en el trabajo
Francés y a un conjunto de 17 isdmeros, con mayor proporcion para el cis-9, trans-11,
en el trabajo de Portugal.

Los valores encontrados en este estudio segun la regiébn podrian estar
relacionados con los sistemas de produccion bovinos lecheros caracteristicos de cada
region y principalmente con el tipo de alimentacion de los animales. En el caso de la
region de Los Lagos donde se localiza Osorno, la alimentacion tiene como base la
pradera (Balocchi et al., 2001), a diferencia de los sistemas productivos de la region del
Bio-Bio donde se localiza Los Angeles, que son principalmente estabulados. Esto
podria explicarse porque los animales con dieta a base de pastoreo tienen mayores
concentraciones de CLA en la leche (Butler et al, 2008; Rego et al., 2008), en
comparacion con los animales con baja alimentacién en base a pradera. También las
diferencias estacionales en el contenido de CLA pueden estar relacionados con
diferencias en la alimentacion (principalmente debido a la ingestién y la composicion
nutricional del forraje) (Dewhurst et al., 2006). Menores contenidos de CLA en la leche
se han observado con el consumo de pastos maduros, y este efecto se ha atribuido a la
disminucion de la calidad y cantidad del forraje (Lock y Garnsworthy, 2003; Ward et al.,
2003; Avilez et al., 2012). A este respecto, el contenido de CLA de la leche aumenté en
primavera cuando las vacas fueron alimentadas con pastos de mayor calidad (1,2 g/100
g del total de AG), en comparacion a verano (0,9 g) y otofio (1,0 g) (Thomson et al,,
2003). En los trabajos de los paises citados anteriormente no se mencionan ni los
lugares de recolecciéon de las muestras, ni los tipos de sistemas productivos utilizados.
Para el caso chileno, la cantidad de CLA encontrada en Osorno es de gran importancia
ya que la mayor parte de la leche recepcionada en planta viene de ésta regién, con un
volumen superior al 71% del total la leche nacional (ODEPA, 2010), lo cual indica que la
leche cruda y la leche procesada tiene altos niveles de CLA, superior a la sefialada en

la literatura.
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Efecto del procesamiento de la leche fresca en productos lacteos

CAPITULO lll. Caracterizacion de los niveles de CLA) en alimentos lacteos en Chile.
Tabla Ill. 1. Contenido de acido linoléico conjugado (CLA, g/100 g de &cidos grasos) en

leche cruda y en productos lacteos
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En productos lacteos se sefialan valores de 0,40 g/100 g del total de AG de CLA
en quesos maduros y de 0,29 a 0,71 g en quesos frescos en Alemania (Fritsche y
Steinhart, 1998), 0,39, 0,8 y 0,16 g en quesos Beaufort, Blue y Camembert,
respectivamente, en Francia (Laloux et al,, 2007) y 0,48 g en queso sin tipo especifico
en Portugal (Martins et al., 2007). Quesos como el Parmesano y el Romano, que tienen
una edad de maduracion mayor a 10 meses, estan entre los quesos con mas baja
cantidad de CLA (menor a 0,50 g/100 g del total de AG) (Henning et al., 2006). En el
caso de la mantequilla se sefalan valores de 0,48 (Mir et al., 2003), 0,51 (Laloux et al.,
2007) y 0,49 g (Martins et al., 2007), respectivamente, En leche condensada tan sélo se
conoce el trabajo de Chin et al. (1992), quienes sefialan cantidades inferiores a los 0,7
g. En este estudio, los valores obtenidos en estos productos (queso, mantequilla y leche
condensada) han sido superiores que los encontrados en los trabajos anteriores.

En este estudio, los productos lacteos han presentado contenidos de CLA
significativamente mayores que la leche cruda. Las diferencias en el contenido de CLA
en los diferentes productos puede deberse a muchos factores, siendo la cantidad de
CLA de la materia prima el mas importante (Zlatanos et al., 2002). Otros factores que
influyen es el procesamiento de la leche, como consecuencia de reacciones de
iIsomerizacion durante la elaboracion de los alimentos (Lin et al., 1995). No obstante,
hasta el momento actual hay pocos trabajos relacionados con el tema, lo que hace
necesario investigaciones futuras para establecer una mejor relacion causa-efecto.

En la Tabla Il.1 se muestra también el contenido de los isomeros CLA. El
isbmero cis-9, trans-11 se encuentra en un rango que va de 0,26 g/100 g del total de
AG en el silo de leche de verano en la zona de los Angeles y un méaximo de 1,26 g en
mantequilla en la zona de Osorno. Este isdmero representa un 53% del CLA total,
siendo mas altos los valores encontrados en la zona de Osorno. En el caso de la leche
condensada, este isomero varié entre 0,44 y 0,74 g, dependiendo del afio estudiado,
mientras que el queso y la mantequilla presentaron unos rangos de 0,37-1,47 y 1,22-
2,22 g, respectivamente.

El isdbmero trans-10, cis-12 presentd un rango de 0,15y 0,43 g/100 g del total de AG
en los silos de leche, y no se encontré en las muestras de otofio y primavera. En el
caso de los productos se encontraron niveles de 0,05 a 0,57 g. El isbmero cis-10, cis-12
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se encontrd en alta proporcion en el silo de leche de primavera en la planta de Osorno,
en la leche condensada y en la leche en polvo. En relacién a la cantidad total de CLA,
este isomero alcanz6 sobre un 50 % en la leche condensada y en la leche en polvo,
siendo el mayor isomero encontrado en Osorno en los silos de primavera.

El isdbmero cis-9, trans-11 se encuentra en mayor proporcion que el resto de
isbmeros, alcanzando un 75-90% del CLA total de la leche (Ip et al., 1999), siendo uno
de los dos isbmeros con accién biolégica mas conocida. Los contenidos de este
isbmero obtenidos en el presente estudio en los diferentes productos, han sido
superiores que los observados en otros trabajos. En el caso de la leche condensada, la
literatura muestra valores de 0,63 (Gagliostro et al., 2002) y de 0,70 g/100 g del total de
AG (Shantha et al., 1995). En el queso se sefiala un rango entre 0,32 y 0,89 ¢
(Campbell et al., 2003), con un promedio de 0,35 g (Martins et al., 2007). Para la
mantequilla se observan valores de 0.38 (Martins et al., 2007), 0,94 (Gagliostro et al.,
2002) y 1,32 g (Shantha et al., 1995).

El isébmero trans-10, cis-12 estaria presente en cantidades de so6lo 3 a 5 % del
CLA total en leche (Parodi, 1999) y menos del 1 % en productos lacteos (Martins et al.,
2007). En el presente estudio, los valores obtenidos han sido superiores a los
sefialados en la literatura, lo cual es de destacar dado su importante rol fisiolGgico.
También, los valores obtenidos del isbmero cis-10, cis-12 han sido superiores a los
sefialados en la literatura. A este isomero no se le ha atribuido ningun efecto
beneficioso y en estudios en leche se sefialan valores menores del 0,01%, no
detectandose ni en mantequilla ni en quesos (Martins et al., 2007). Por ello y dada la
alta proporcién encontrada en este estudio, es importante determinar su funcion
bioldgica.

En Alemania el consumo de CLA provenientes de productos lacteos es de 0,24
g/dia (Fritsche et al., 1998), en Francia de 0,17-0,21 g d* (Laloux et al., 2007) y en
Portugal de 0,40-0,72 g d* (Martins et al., 2007), sugiriéndose consumos medios
optimos para el hombre de 15-20 g/dia (Ritzenthaler et al., 2001) y consumo ricos de 65
g d* total (Park et al., 2001). Sin embargo, Ip et al. (1999) estimaron que una persona

de 70 kg que consume 3,0 g de CLA en el dia obtiene un maximo beneficio en su salud.
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De acuerdo a los valores de CLA encontrados y considerando que el consumo de leche
en Chile es de 127 L/persona (ODEPA, 2010), se estima un consumo diario de CLA
entre 0,03 y 0,24 g/dia.

[11.3.2. Transferencia en el contenido de CLA en productos lacteos

Las cantidades de CLA total y de cada uno de los isomeros de la leche liquida
recepcionada en planta y de los productos obtenidos a partir de ella, se presentan en la
tabla 111.2. Se ha obtenido una interaccion significativa entre el tipo de producto y el mes
de muestreo (Tabla 1ll.3 y Figura 1ll.1). En general, en la leche liquida original se
observan mayores contenidos de CLA en los meses de otofio (de marzo a mayo) y
primavera (de octubre a diciembre) que en invierno (de junio a septiembre). En cambio,
en los productos leche en polvo y leche condensada, se observan mayores valores en
los meses de invierno, aunque con mayor variabilidad en estos productos,
especialmente en la leche condensada. Por otro lado, tanto para el CLA total como para
sus isémeros, la leche condensada presentd en la mayoria de los meses
(concretamente en 6 de los 10 meses estudiados) menores valores que la leche liquida
original y la leche en polvo. En cambio, la leche en polvo presentd valores cercanos a
los de la leche liquida, e incluso en 4-5 meses del estudio presentd valores superiores,
coincidiendo la mayoria de ellos con los meses de menor valor (invierno) obtenidos en
la leche liquida.

Si bien la variacion en la concentracion de CLA en los productos lacteos es
esencialmente una funcion de la concentracion en la leche cruda, apenas hay trabajos
que estudien el efecto de las condiciones de procesamiento, almacenamiento y
envejecimiento en el contenido de CLA de varios tipos de productos lacteos, y los
resultados obtenidos no son claros. Coakley et al. (2007) sefialan que los isbmeros cis-
9, trans-11 y cis-10, trans-12 no fueron afectados significativamente por el
procesamiento de la leche a queso a través de los procesos estandares de elaboracion
(pasteurizacion de la leche y posterior enfriado a 30 © C; maduracion de 6 meses del
gueso a 8 ° C). Sin embargo, Shantha et al. (1992) detectaron una disminucion del CLA

total en muestras de queso fresco a las 10 semanas de almacenamiento refrigerado (4 °
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C). También Herzallah et al. (2005) observan disminuciones de CLA total del 21 y 53%,
en quesos calentados a 94 ,3 + 1,0 °C en horno de microondas durante 5y 10 minutos,
respectivamente. Estos autores observan igualmente una disminucion de los isébmeros
trans del queso pasteurizados a 63 °C durante 30 minutos o calentados en el
microondas a 96 °C durante 5 minutos. La disminucion en el contenido de CLA al
calentar la leche podria ser debido a la accién de los radicales libres que se forman
como resultado de la oxidacién de los lipidos (Leung y Liu, 2000). Otros estudios han
detectado nuevos isdomeros CLA en quesos tras el proceso de maduracion (Sehat et al.,
1998). Por otra parte, el tratamiento térmico tanto de la leche en polvo (pasteurizacion
HTST- High-temperature, short-time a 95 °C) como del queso fresco (pasteurizacion a
100 °C durante 30 s), con posterior almacenamiento refrigerado a 4 °C, resultd en una
reduccién significativa o la desapariciéon de algunos de los isbmeros de CLA que se
encuentran en menor proporcién y un aumento significativo de los isomeros trans-trans,
cis-trans, trans-cis y cis-cis, sobre todo en leche en polvo, leche fermentada y yogurt
(Rodriguez-Alcala y Fontecha, 2007). En nuestro estudio, el CLA aumento en la leche
en polvo, sobre todo en aquellos meses en los que la leche liquida original presentd
menores valores de CLA, lo que podria explicarse por el aumento de los isdbmeros
trans, sin embargo solo se analizaron tres isdmeros. Sin embargo se necesita mayores
estudios para observar el efecto de las condiciones de procesamiento Yy

almacenamiento de la leche y productos lacteos sobre el contenido del CLA.
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CAPITULO lll. Caracterizacion de los niveles de CLA) en alimentos lacteos en Chile.
Tabla 111.3. Contenidos de &cido linoléico conjugado (CLA, g/100 g &cidos grasos) en

productos lacteos fabricados a partir de leche liquida de vaca durante los meses de

muestreo en el periodo experimental de 2006
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Figura Il1l.1. Contenidos de acido linoléico conjugado total (CLA, g/100 g de acidos
grasos) en productos lacteos fabricados a partir de leche liquida de vaca durante los
meses de muestreo en el periodo experimental de 2006. Medias en meses con
diferentes letras (a, b, c) indican diferencias significativas (p<0.05).
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CAPITULO IV

ESTRATEGIAS DE MEJORA DEL CONTENIDO EN
ACIDO LINOLEICO CONJUGADO EN LECHE EN
SISTEMAS BOVINOS A BASE DE PASTOREO
MEDIANTE EL EMPLEO DE SEMILLAS OLEAGINOSAS
(SOJA Y CANOLA)

Se corresponde con los objetivos 4 y 5.

Articulo publicados o enviados para su publicacion:

Effect of extruded whole soybean dietary concentrate on conjugated
linoleic acid concentration in milk in Jersey cows under pasture
conditions.

Juan Pablo Aviléz, Paul Escobar, Cristian Diaz, Gabrielle von Fabeck, Roberto
Matamoros, Fernando Garcia, Marcelo Alonzo, Manuel Delgado-Pertifiez.

Spanish Journal of Agricultural Research 2012 10(2), 409-418.
5-Year Impact Factor (IF) = 0,724;2° cuartil; 24/57 revistas de AGRICULTURE, MULTIDISCIPLINARY

Effect of rape seed ( Brassica napus) dietary concentrate on conjugated
linoleic acid concentration in milk in Frison Negra Chilena cows
under pasture conditions

Juan Pablo Avilez, Gabrielle von Fabeck, Fernando Garcia, Marcelo Alonzo.
Manuel Delgado-Pertifiez

Spanish Journal of Agricultural Research. Trabajo enviado para su publicacion.
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

IV. 1. INTRODUCCION

El &cido linoleico conjugado (CLA) representa entre 20 y 28 isomeros del acido
linoleico C18: 2 (Lock and Garnsworthy, 2003) que corresponde a uno de los acidos
grasos mas beneficiosos para la salud humana (Pariza y Park, 2001). De todos los
posibles isémeros, solo los acidos cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12 han mostrado una
actividad bioldgica interesante (Wahle et al., 2004). El isomero cis-9, frans-11, también
conocido como acido ruménico, se ha documentado que tiene accion anticancerigena
(Aro et al., 2000) y antioxidante (Devery et al., 2001), mientras que el isbmero frans-10,
cis-12 es capaz de disminuir la grasa corporal y aumentar la masa corporal magra.

La alimentacién es el factor con mayor influencia en la cantidad de CLA en
leche, el cual ha sido ampliamente investigado (Bauman et al., 2001). Muchos de estos
estudios nutricionales han sido dirigidos a aumentar el contenido de CLA en productos
animales y con ello mejorar sus propiedades nutricionales. Se ha documentado como
el consumo de forrajes frescos y alimentos ricos en aceites aumentan la concentracion
de CLA (Khanal et al., 2005; Dewhurst et al., 2006). En este sentido, el CLA de la leche
y carne de rumiantes puede ser aumentado con dietas a base de pastos (Khanal et al.,
2005), siendo el pastoreo uno de los factores dietarios mas importantes que lo afecta.

Con respecto a la suplementacion con semillas de oleaginosas, la soja (Glycine
max) ha sido estudiada como ingrediente en dietas TMR en diferentes proporciones,
observandose que el tratamiento de semillas (tostado o de extrusion) resulta en un
mayor aumento en el contenido de CLA, comparado con el usos de semillas intactas
(Chouinard et al., 2001). Sin embargo, los resultados en los efectos de la
suplementacion de soja y el contenido de CLA en la leche en sistemas de alimentacion
basada en forraje fresco son contradictorios,

En este sentido, hay estudios que no encontraron efectos sobre la concentraciéon
de CLA en la leche al adicionar soja en la dieta (Bartolozzo et al, 2003; Khanal et al,
2005), mientras que otros trabajos observaron un aumento en el uso de CLA en ganado
lechero y de carne (Lawless et al., 1998; Paradis et al., 2008). También dentro de las
semillas de oleaginosas, la colza o raps canola (Brassica napus) se ha utilizado en las
dietas TMR en vacas lecheras (Bayourthe et al., 2000; Chouinard et al., 2001, Ward et

al., 2002; Chichlowski et al., 2005), con diversos efectos en la cantidad de CLA en
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leche. Sin embargo, no se conocen trabajos que evallen el efecto de esta semilla en
animales sometidos a pastoreo como dieta base.

Por otro lado, otros factores tales como la raza, periodo de lactacion y la edad al
parto afectan el contenido de CLA en la grasa de la leche, pero han sido menos
estudiados. Asi por ejemplo, Kelsey et al. (2003) observaron que al comparar las razas
Holstein y Brown Swiss, la edad al parto y los dias de produccién de leche presentaron
una variacion de <0,1, <0,3 y <2,0 % en la concentracion de CLA en la grasa lactea,
respectivamente. También se ha documentado que la concentracién de CLA en la leche
de vacas Jersey fue un 18 % menor que la observada en vacas Holstein (White et al.,
2001). En el caso chileno, la raza Friesian Negro Chileno (Holstein X Overo Negro) es
la raza mas importante y produce casi el 80 % de la leche recibida en plantas, pero la
incorporacion de ganado Jersey en las explotaciones lecheras se ha incrementado en la
ultima década, debido al alto contenido de sdlidos totales de la leche producida (INE,
2007). No obstante y respecto al contenido de CLA en la leche, son pocos los estudios
realizados en estas razas.

Aunque los alimentos funcionales se han considerado un area prometedora para
la salud humana (Starling, 2002), a menudo se ha observado que los consumidores
esperan productos de valor afiadido sin costo adicional sustancial, lo que sugiere que el
desarrollo de enfoques de bajo costo sera importante (Dewhurst et al ., 2006).

En el caso de las oleaginosas, la soja es un alimento importado en la mayoria de
los paises como en Chile, y esta siendo ampliamente usado en alimentacion animal, a
pesar del alto precio en el mercado. Por otra parte, en la Region Araucania en los
altimos afios ha aumentado el area cultivada de raps canola, haciendo del grano y el
subproducto de la industria aceitera un alimento econdmico para la alimentacion animal,
sobre todo en vacas de lecheria (INE, 2007). Teniendo en cuenta los antecedentes
anteriores, los objetivos del presente capitulo han sido evaluar en sistemas con
alimentacién a base de pastos, el efecto de dietas con soya (0.5 and 1.0 kg d*) en
vacas de raza Jersey y el efecto de dietas con raps canola en grano entero, molido y
grano entero agregado en el concentrado en vacas de raza Friesian Negro Chileno, en
la produccion, calidad nutricional de la leche (especialmente sobre la cantidad de CLA

total y sus isomeros) y el perfil metabalico.
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IV. 2. MATERIAL Y METODO

IV. 2.1. Animales y dietas con soja

El ensayo se llevé a cabo en una granja en el sector Entre Lagos comuna de
Osorno (Chile), cumpliendo con los principios y normas especificas sobre el cuidado de
los animales y el bienestar animal segun la ley de Chile (SAG 2010). El predio estaba
ubicado a unos 72° 36 '24" de longitud W y 40° 41' 26" S de latitud, El predio se
encuentra en la precordillera de los Andes chilenos, X Region, que se caracteriza por
una precipitacion media de 2.250 mm por afio, con una temperatura promedio de 21.8 °
C eneneroy 3 ° C en agosto.

Se utilizaron animales Jersey bajo sistema de alimentacion a pastoreo mas
concentrado, desde el 15 de noviembre de 2005 al 25 de enero 2006 (estacion de
primavera). La duracion del estudio fue de 75 dias, de los cuales los primeros 15 dias
fueron de adaptacion a cada una de las dietas experimentales (periodo pre-
experimental). Del hato completo de 90 animales, se seleccionaron aleatoriamente 21
vacas con numero de partos entre 2 y 7, con una condicién corporal de 2,75+0,7, sin
problemas sanitarios, con una produccién media de leche de 18,45+ 3,7 kg d y entre
60 y 120 dias en lactacion (DIM 92 + 4,6). Las vacas fueron seleccionados para el
estudio sobre la base de la produccién de leche anterior con el fin de hacer tres grupos
homogéneos de 7 animales cada uno y a cada grupo se le asignd una dieta o
tratamiento en funcion del nivel de soja extruida incorporado al concentrado de la
racién: control sin soja (0TS), con soja al 11 % (0,5 kg d*, 11TS) y con soja al 20 % (1
kg d*, 20TS). A cada animal se le suministr6 5 kg d* de concentrado isoenergético
(Tabla IV.1), distribuido dos veces en la sala de ordefia, en la mafiana alas 6 hy en la
tarde a las 16 h, asegurandose del consumo total del concentrado. La alimentacion
base de forraje para los 21 animales fue una pradera polifitica natural mejorada
predominando especies gramineas sobre leguminosas (Lolium perenne 70 %, Trifolium
repens 25 %, Bromas sp.), manejada con pastoreo rotativo en franjas, con cerco

eléctrico, en dos parcelas de 18 hectareas cada una, siendo trasladados los animales
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de una franja a otra cada 24 h. Las dietas fueron formuladas de acuerdo a los

requerimientos para los animales del NRC (2001).

Tabla IV.1. Ingredientes y composicion quimica de los concentrados en las dietas con
soja

Tratamientos (concentrados
suplementados)®

0TS 11TS 20TS
Ingredientes (kg d™)
Soja en el concentrado - 0,50 1,00
Grano triticale 0,95 0,30 0,30
Afrecho de trigo 1,15 2,50 2,90
Grano maiz 2,50 1,50 0,70
Afrecho de raps 0,35 0,15 -
Fosfato tricalcico - 0,05 0,05
Bicarbonato de sodio 0,05 - 0,05
Composicién quimica (%, Base MS)
Proteina bruta 16,7 19,0 21,0
Fibra bruta 13,6 8,5 9,0
Fibra detergente neutro 32,1 31,3 32,3
Extracto etéreo 2,6 3,4 4,5
Energia Metabolizable (Mcal kg™)° 3,01 3,03 3,04
2 grupo control sin soja (0TS), grupo con soja 0,5 kg d™ (11TS), y grupo con soja 1,0 kg

d* (20TS)
b Estimado de acuerdo a NRC (2001)

IV. 2.2. Animales y dietas con raps canola

Se realizaron tres experimentos en tres sectores representativos de la zona sur
de Chile, cumpliendo con los principios y normas especificas sobre el cuidado de los
animales y el bienestar animal segun la ley de Chile (SAG 2010). Los ensayos se
llevaron a cabo utilizando la raza Frison Negra Chilena y bajo sistema de alimentacion a
base pradera. Las dietas experimentales fueron formuladas de acuerdo a los
requerimientos para los animales del NRC (2001). La duracion de cada estudio fue de
60 dias, de los cuales los primeros 15 dias fueron de adaptacion a cada una de las

dietas.
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Experimento 1. El estudio se llevo a cabo en Vilcun (IX Regiéon de Chile,
localizado aproximadamente 38° 39' 0" S de latitud y 72° 14" 0" W longitud, en la
precordillera de los Andes chilenos, caracterizado por una precipitacion media de 1.400
mm por afo, con una temperatura promedio de 23,6 ° C en enero y 1,5 ° C en agosto.
La altitud es de 950 m sobre el nivel del mar. Este ensayo fue realizado en los meses
de noviembre y diciembre. Del hato completo de 122 vacas se seleccionaron 14 vacas
con el fin de hacer dos grupos homogéneos de 7 animales cada uno, con niamero de
partos entre 2 y 7 (3,6 £ 0,8), con una condicién corporal de 2,50+1,0, sin problemas
sanitarios, con una producciéon media de leche de 13,75+1,2 kg d*y entre 20 y 60 dias
en lactacién (DIM 45 £ 10,7). A cada grupo se le asignd una dieta en funcién de la
incorporacién o no de canola en grano entero mas concentrado como complemento de
la racién: al grupo control se le suministré 5 kg d* de concentrado comercial sin canola
(0-TC1) y grupo tratamiento al que se le suministrd 3,75 kg d* de concentrado comercial
mas 1,16 kg d* canola en grano (1,16-TC1) (Tabla IV.2). Los concentrados se
distribuyeron en dos porciones en comederos individuales en la sala de ordefia, en la
mafiana a las 6:00 h y en la tarde a las 14:30 h, asegurandose del consumo total del
concentrado. La alimentacién base para los 14 animales fue pradera natural (mezcla de
Trifolium, Dactylis glomerata, Bromus, Lolium, Taraxacum officinale, Palntago
lanceolata mayoritariamente) y pradera natural mejorada, la cual fue fertilizada y
ademas regenerada con ballica (Lolium perenne) y trébol blanco (Trifolium repens),
mas 6,0 kg d* de MS (materia seca) de ensilaje promedio de ballica-avena (Lolium
perenne-Avena sativa) (Tabla 1V.2). El pastoreo fue de tipo continuo en un area de 57
hectareas con 8 potreros (1 de 8 hectareas, 5 de 6 hectareas y 2 de 9,5 hectareas), con
un cambio de franja, segun necesidad, dejando 5 cm la altura residual de planta.

Experimento 2. El estudio se ha llevado a cabo en San Pablo (X Region of Chile,
aproximadamente a 40° 24' 0" S de latitud y 73° 1' 0" W de longitud), en un predio que
se encuentra en el valle central de Chile, caracterizado por una precipitacion media de
1.380 mm por afio, con una temperatura promedio de 23,4 ° C en eneroy 4,2 ° C en
agosto. La altura es de 65 metros sobre el nivel del mar. Este estudio fue realizado
entre los meses de octubre y Noviembre, contando el predio con 230 animales. Del hato

completo se seleccionaron 20 vacas con el fin de hacer dos grupos homogéneos de 10
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animales cada uno, con niumero de partos entre 2 y 5 (2,2 + 0,8), con una condicién
corporal de 2,75 + 0,50; con una produccién media de leche de 29,50+ 5,8 kg d* y entre
20 y 60 dias en lactaciéon (DIM 44 + 10,7). Se formaron 2 grupos de 10 animales cada
uno y a cada grupo se le asigné una dieta en funcién de la incorporacion o no de canola
en grano molido més concentrado como suplemento de la racion: al grupo control se le
suministré 8 kg d* de concentrado comercial sin canola (0-TC2) y al grupo tratamiento
se le suministrd 6,2 kg d* de concentrado comercial mas 1,2 kg d™* de canola en grano
molido (1,2-TC2) (Tabla IV.3). Los concentrados se distribuyeron en dos porciones en
comederos individuales en la sala de ordefia, en la mafiana a las 4:30 h y en la tarde a
las 15:30 h., asegurandose del consumo total del concentrado. La alimentacion para los
20 animales fue pradera mejorada a base de ballica-trébol (Lolium perenne, Trifolium
repens) (Tabla 1V.3). Los animales pastoreaban en 10 parcelas de 0,5 hectareas cada
una, con un sistema rotacional y con cerco eléctrico. Los animales fueron transferidos
de una franja a otra cada 12 6 24 h.

Experimento 3. El estudio se ha llevado a cabo en Vilcun (IX Region de Chile), en
un predio con 342 animales. Del hato completo se seleccionaron 20 vacas con el fin de
hacer grupos homogéneos de 10 animales cada uno, con nimero de partos entre 2y 6
(3,3 £ 0,5), con una condicion corporal de 2,75+ 0,25, sin problemas sanitarios, con una
produccion media de leche de 15,35+ 2,6 kg d™* y entre 20 y 60 dias en lactacion (DIM
32 £ 8,4). Se formaron 2 grupos de 7 animales cada uno y a cada grupo se le asigno
una dieta en funcién del porcentaje de incorporacién de semilla entera de canola en el
concentrado suplementado de la racién: control sin canola (0-TC3) y con canola al 20 %
(1,2 kg d*, 1,2-TC3) (Tabla IV.4). A cada grupo se le suministré 6 kg d* de concentrado
distribuyéndose en dos porciones en comederos individuales en la sala de ordefia, en la
mafiana a las 5:30 h y en la tarde a las 15:30 h. La alimentacion base para los 20
animales fue ensilaje de avena (Avena sativa) y ballica-trébol (Lolium perenne, Trifolium
repens) de 6 kg d* promedio, col forrajera (Brassica oleracea) con un 1,5 kg d* de
consumo Yy pradera artificial compuesta por Avena y Ballica-Trébol (Tabla 1V.4) Los
animales pastaron en potreros de 20 hectareas cada uno, y logré con vallas de rotacion
strip-pastoreo y eléctricos. Los animales fueron transferidos de una tira al otro cada 12
h.
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IV. 2.3. Andlisis de los alimentos

En el ensayo con soja, las muestras de pradera y de concentrados fueron
tomadas cada 10 dias para determinar su composicién quimica y nutricional (Tablas
V.1 y IV.5), mientras que en los experimentos con raps canola se tomaron al inicio de
cada ensayo (Tablas 1V.2, IV.3 y IV.4). Las muestras de pasto se tomaron antes del
pastoreo a una altura de 8 cm por encima del suelo, utilizando un cuadrante de 1 m?. El
contenido de materia seca (MS) de los forrajes frescos se determiné mediante un horno
de aire forzado a 60 ° C durante 48 h. Posteriormente, tanto las muestras de forrajes
como de concentrados fueron trituradas y pasadas por un tamiz de 1 mm en un molino
Willey antes del andlisis. En el analisis del alimento se realiz6 la determinacion de la
materia seca (método 934.01), cenizas (método 942.05), extracto etéreo (método
920.39), N (método 984.13) y fibra bruta (método 978.10) de acuerdo a los métodos de
la AOAC (2005). Los valores de N se determinaron por el procedimiento de Kjeldahl,
que se convierte en proteina bruta mediante la multiplicacion por el factor de 6,25. Los
analisis de la fibra detergente neutro (NDF) y fibra detergente acida (FDA) se llevaron a
cabo de acuerdo con Van Soest et al. (1991), y ambos NDF y FDA fueron expresados
sin la ceniza residual. Todas las fracciones de fibra fueron analizados en un Extractor
Fibertec 1030 Hot (Tecator AB, Suecia). El contenido de grasa se midié por extraccion
con éter de petroleo (punto de ebullicién, de 40 a 60 ° C) en una unidad de extraccion
Soxtec System 1040 (FOSS Tecator AB, Suecia).

La energia metabolizable (EM) de la dieta se estim6 de acuerdo con NRC (2001).
La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de la pradera se determin6 de
acuerdo con el procedimiento descrito por Tilley y Terry (1963), modificado por Van
Soest (1991) y la ME se estim0 de acuerdo con la ecuacion: ME = 0,279 + 0,0325 x
DIVMS (Garrido, 1981).

IV. 2.4. Produccién y composicion quimica de la leche

La produccién de leche se determind los dias 1y 15 (periodo pre-experimental) y
los dias 1, 15, 30 y 45 del periodo experimental en los distintos ensayos, utilizando para

ello un equipo Waikato ®. En cada control, se tom6 una muestra de leche de 30 ml a la
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que se le afiadid 0,03 g de dicromato de potasio al 0,1 %. Los contenidos de grasa,
proteina y urea se han determinado automaticamente mediante un espectrofotometro
infrarrojo (Milkoscan 4000, Foss Electric Dinamarca). Para las células sométicas se

utilizé un Fossomatic cell counter (Fossmatic 5000, Hillerod, Denmark).

Tabla V.5, Composicion nutricional del pasto en el ensayo con soja

Muestra (dias)

1 15 30 45 60 75
Materia seca (MS, %) 17,6 14,3 18,8 19,7 22,6 30,6
Ceniza (% MS) 10,6 11,6 11,9 12,9 10,1 11,2
Proteina cruda (% MS) 24,8 21,1 18,0 19,8 15,0 11,4
Fibra cruda (% MS) 17,7 24,5 22,0 24,6 27,7 26,4
Fibra detergente neutro (%MS) 43,7 56,4 50,2 51,3 62,0 59,3
Fibra detergente acida (% MS) 22,5 30,7 30,0 30,5 33,8 35,2
IVDMD (%)? 84,2 73,2 70,8 73,2 61,9 60,3
ME (Mcal kg?)° 2,75 2,41 2,33 2,36 2,06 2,07

# Digestibildad in vitro de MS (IVDMD) determinado de acuerdo a Tilley and Terry
(1963) y modificado por Van Soest (1991)

® Energia metabolizable (ME) estimada por la ecuacién: ME = 0,279 + 0,0325 x IVDMD
(Garrido, 1981)

IV. 2.5. Andlisis de isémeros de CLA en la leche

Para medir la produccion el CLA se utiliz6 un equipo Waikato ® del control
lechero los dias 1y 15 (periodo pre-experimental) y los dias 1, 15, 30 y 45 del periodo
experimental. En cada control se tomaron 100 ml de muestras de leche, que se
enviaron al laboratorio en recipientes con aislamiento térmico a 4 ° C. Para el andlisis
de isbmeros de CLA (cis-9, trans-11, trans-10, cis-12, cis-10, cis-12), se realizd la
extraccion de los lipidos de la grasa en leche de 100 mg de muestra. Esta fue
separada por centrifugacion (8000 g, 45 min) de acuerdo con los procedimientos
descritos por Folch et al., (1957), usando una mezcla de cloroformo/metanol (2:1, v/v).
La metilacion de los acidos grasos de las muestras se realiz0 mediante el método
recomendado por Morrison y Smith (1964). Los esteres metilicos de los acidos fueron
analizados por cromatografia de gases (HP 6890 - Hewlett Packard), detector de
ionizacion de llama (FID), utilizando una columna capilar SP-2560 (100 m, 0,25 mm con

0,20 m de espesor en la fase estacionaria; Supelco Inc,, Bellefonte, PA). Las
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

condiciones de cromatografia de gases fueron las siguientes: el volumen de inyeccion
fue de 0,5 | (70:1 v/v); donde hidrégeno fue el gas portador, y el inyector y detector de
temperatura fue de 250 y 300 ° C, respectivamente. La temperatura inicial fue de 70 ° C
(durante 1 min), aumentd en un 5° C por minuto a 100 °C (durante 3 min), aumentando
en 10 °C por minuto para llegar a 175 °C (que tuvo lugar durante 40 minutos), y luego
aumento en un 5 °C por minuto hasta los 220 °C (que tuvo lugar durante 19 min) para
un tiempo total de 86,5 min. Los datos fueron cuantificados utilizando el software
HPCHEM que expresa el resultado como un porcentaje del area de acuerdo con el total

de acidos grasos identificado.

IV. 2.6. Perfil metabdlico

Al inicio y al final de cada ensayo se tomaron muestras de sangre (5 mL/animal)
mediante venopuncion coccigea caudal y fueron adicionados a un tubo con heparina
sbdica. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas durante 3 minutos a 3000
rom y el plasma fue alicuotado y congelado (-18 °C) en microtubos de 1.5 mL. En cada
muestra se midio, colesterol (cholesterol-oxidasa method, CHOLESTEROL Liquicolor
10028 Human), albimina (Albumin Liquicolor Method BCG-Bromo cresol), proteina total
(Total protein Liquicolor-Biuret Method), calcio (Arsenazo Il AA), Mg (Mg-color AA),
fésforo (Fosfataria UV AA), aspartato aminotransferasa (IFCC Mod. LiquiUV test) y urea
(ureasa/NADH method. UREA LiquiUV 10521 Human). Las muestras de plasma fueron
analizadas automaticamente con el analizador bioquimico Selectra Vitalab. Merk.

IV. 2.7. Analisis estadistico

Los resultados de produccion, composicién quimica y composicion de isdmeros
CLA de la leche y perfiles metabdlicos fueron analizados con medidas repetidas
(semana de la lactacion fue la medida repetida) usando el Modelo lineal general en el
programa SPSS (software statistical package - SPSS Inc., 2006). EI modelo lineal
usado para cada parametro fue:
Yik =+ Ti+ Aj+ Sk + (T X S)i + €ix
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

Donde Yy = es la observacion de la variable dependiente; y = media; T; = efecto
de tratamiento en cada grupo; A; = efecto del animal aleatorio j; Sy = efecto de la
semana de lactacion; T x S = interaccion entre ambos factores, y €jx = efecto residual
del error. Se realizé anélisis de ANOVA de medias y prueba de comparacion multiple de
Tukey , El nivel de significacion utilizada fue del 5%. El coeficiente de correlacion de
Pearson entre la concentracién de grasa de leche y el contenido de trans-10, cis-12

isdbmero también fue determinado.
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IV. 3. RESULTADOS

IV. 3.1. Resultados del ensayo con soja

IV. 3.1.1. Produccion y calidad béasica de la leche

En el dia inicial no se observaron diferencias en la produccion y la calidad de
leche (P = 0,390) entre los tres grupos experimentales (datos no mostrados). En el
periodo experimental (dia 15 al 75) la produccién de leche (P = 0,706) y la produccién
de leche corregida por materia grasa (P = 0,241) fueron similares en todos los grupos
(Tabla IV.6). Las cantidades de grasa de leche (kg d-1) (P = 0,010), asi como proteina
(P = 0,045) y el porcentaje de la grasa de leche (P = 0,015) fueron inferiores en el
tratamiento 20TS, mientras que las cantidades de proteina (P = 0,926) y urea (P = 145)
fueron similares entre todos los tratamientos.

Los componentes de la leche y la produccion de ella a lo largo de la lactacion se
vieron afectados por el dia de la lactacion para todos los componentes (Tabla 1V.6). La
produccién de leche disminuy6 significativamente en funcion de la semana y respecto a
la composicion quimica, los valores mas altos para estos componentes se encontraron

en las ultimas semanas.

IV. 3.1.2. Contenido y composicion de CLA en la leche

En el dia inicial no se observé diferencias en el CLA total (P = 0,791) y de cada
uno de sus isémeros entre los tres grupos experimentales. En el periodo experimental,
no hubo efecto de la inclusion de la soja extrusada sobre el contenido total de CLA (P =
0,290) o el contenido de los isébmeros cis-9, trans-11 (P = 0.582), trans-10, cis-12 (P =
0.136) and cis-10, cis-12 (P = 0.288) (Tabla IV.6). Aunque los valores mas altos se
encontraron en el isébmero cis-9, trans-11 (53-59% del total de CLA), los is6meros
trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12 también presentaron valores mas altos (17-23 % y 20-

25% de CLA total, respectivamente) que lo reportado en la literatura.
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

La composicion de acidos grasos a través de la lactacion fue afectada por el dia
de lactacion para todos los componentes (Tabla 1V.6; Figura 1V.1). En el contenido de
CLA total y de cada uno de sus isbmeros, se observo una tendencia similar en todos los
tratamientos. Los valores mas bajos de CLA durante las semanas del ensayo se
obtuvieron cuando el forraje presento la peor calidad nutricional (Tabla IV.5). El isdbmero
cis-10, cis-12 fue el Unico que disminuyd desde el dia 1 al dia 45, y aumentd después
del dia 60.

IV. 3.1.3. Perfil metabdlico

A lo largo de cada experimento, las vacas se encontraban en buen estado de
salud y no mostraron ninguna enfermedad relevante. Todos los metabolitos evaluados,
excepto la urea sanguinea al final del ensayo, se encontraron dentro del rango normal
(Tabla IV.7), no observandose diferencias significativas entre los tratamientos al inicio y

fin del ensayo.
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Tabla IV.7. Perfiles metabdlicos de las vacas al inicio y al final del ensayo con soja
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

Figura IV.1. Representacion en el tiempo del contenido de isbmeros del &cido linoléico
conjugado (CLA) (g/100g &cidos grasos totales) en leche de vacas Jersey
suplementadas con concentrados con diferentes cantidades de soja. Control sin soja
(OTS) (—-), con soja 11% (11TS, 0,5 kg d*) (-m—), con soja 20% (20TS, 1 kg d*) (—-A—
).Las mediciones iniciales (d 1) se hicieron cuando los animales fueron alimentados con
pasto con diversas especies botanicas. Los valores de las medias fueron comparados
en cada fecha, y aquellos con letras diferentes indican diferencias significativas
(P<0.05)
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

IV. 3.2. Resultados con los ensayos con Raps Canola

IV.3.2.1.Produccion y calidad de leche.

En el periodo pre-experimental no se observaron diferencias significativas en la
produccién de leche y la calidad entre los grupos experimentales de cada ensayo (datos
no mostrados). En el periodo experimental (de dia 15 al dia 60), no se obtuvieron
diferencias en la produccion de leche (P = 0,542 en el experimento 1, P = 0,622 en el
experimento 2, P = 0,454 en el experimento 3), en la “produccién de leche corregida
(FCM, kg d-1) (P = 0,361 en el experimento 1, P = 0,742 en el experimento 2, P = 0,677
en el experimento 3), en el porcentaje de grasa (P = 0,891 en el experimento 1, P =
0,772 en el experimento 2, P = 0,214 en el experimento 3), en el porcentaje de proteina
(P = 0,793 en el experimento 1, P = 0,886 en el experimento 2, P = 0,642 en el
experimento 3), ni en las cantidades de grasa (P = 0,243 en el experimento 1, P = 0,901
en el experimento 2, P = 0,910 en el experimento 3), proteina (P = 0,161 en el
experimento 1, P = 0,254 en el experimento 2, P = 0,153 en el experimento 3) o de urea
(P = 0,254 en el experimento 1, P = 0,091 en el experimento 2, P = 0,119 en el
experimento 3) (Tabla IV.8). En todos los ensayos, tanto la produccién como los
distintos componentes de la leche tuvieron diferencias significativas a través de la

semana de la lactacion (Tabla IV.8).

I\V.3.2.2. Contenido y composicion de CLA en la leche

En el dia inicial no se observaron diferencias en el CLA total y de cada uno de
sus isomeros entre los grupos experimentales en cada experimento (datos no
mostrados). En el periodo experimental, no hubo efecto de la inclusion de las semillas
de canola sobre el contenido total de CLA (P = 0,121 en el experimento 1, P = 0,232 en
el experimento el 2, P = 0,961 en el experimento 3), tampoco en el isémero cis -9, trans-
11 (P = 0,242 en el experimento 1, P = 0,166 en el experimento 2, P = 0,125 en el
experimento 3), ni en el isbmero trans-10, cis-12 (P = 0,263 en el experimento 1, P =
0,082 en el experimento 2, P = 0,161 en el experimento 3) y ni en el isobmero cis-10-,
cis-12 (P = 0,233 en el experimento 2, P = 0,143 en el experimento 3) (Tabla IV.8).
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

El valor mas alto se encontro para el isomero cis-9, trans-11 (entre 49 y 51% de
CLA total en el experimento 1; entre 31 y 42% de CLA total en el experimento 2; entre
42 y 46% del total CLA en el experimento 3), aunque el isbmero frans-10, cis-12
también presento valores altos (entre 49 y 51% de CLA total en el experimento 1; entre
31 y 32% de CLA total en el experimento 2; entre 36 y 42 % de CLA total en el
experimento 3) y el isbmero cis-10, cis-12 (no fue detectado en el experimento 1, se
presento entre un 27 y 37% en el experimento 2, y entre el 16 y 20% en el experimento
3), este isdmero normalmente no se encuentra en la literatura. La composicion de
acidos grasos a través de la lactacion fue afectada por el dia para todos los

componentes (Tabla IV.8, Figura I1V.2).

IV.3.2.3. Perfil metabdlico

A lo largo de cada experimento, las vacas se encontraban en buen estado de
salud y no mostraron ninguna enfermedad relevante. Todos los metabolitos evaluados,
excepto la urea en sangre al final del ensayo, se encontraron dentro del rango normal,

sin diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla IV.9).
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Tabla 1V.8. Efecto de la suplementacion con canola (Brassica napus) sobre la

de la leche en cada uno de los experimentos
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Tabla I1V.9. Perfiles metabdlicos de las vacas Frison Negro Chileno al inicio y al final del

ensayo con raps canola
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

Figura 1V.2. Representacion en el tiempo del contenido de &cido linoléico conjugado
total (CLA) (g/100g &cidos grasos totales) en leche de vacas Frison Negro Chileno
suplementadas con concentrados con diferentes cantidades de canola. Ex. 1
(experimento 1): Grupo control sin canola y con concentrado (5 kg d*); (0-TC1); Grupo
tratamiento con concentrado comercial (3,75 kg d'*) méas raps canola entero (1,16 kg d’
1(1,16-TC1) . Ex. 2 (experimento 2): Grupo control con concentrado comercial y sin
canola (8 kg d*) (0-TC2); Grupo tratamiento con concentrado comercial (6,2 kg d*) mas
1,2 kg d* de canola molida (1,2-TC2) . Ex. 3 (experimento 3): Grupo control con
concentrado comercial sin canola (6 kg d%) (0-TC3); Grupo tratamiento con
concentrado comercial (6 kg d*) y con canola agregada al concentrado al 20% (1,2-
TC3) Los valores de las medias fueron comparados en cada fecha, y aquellos con
letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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CAPITULO IV. Estrategias de mejora del contenido de CLA en leche

IV. 4. DISCUSION

IV.4.1. Produccion y calidad de leche

Basado en los resultados de la produccion de leche y el contenido de urea en
leche en ambos trabajos (soja y raps canola), y aunque en el estudio con soja la
proteina bruta del concentrado suministrado en la dieta presentd un rango entre 17 y
21 %, los pastos y forrajes aportados contribuyeron a un nivel adecuado de proteina y
energia de la dieta, de acuerdo con las recomendaciones del NRC (2001).

A menudo los suplementos con grasa puede resultar en menor produccién de
leche, lo cual puede explicarse por la inhibicion en la fermentacion de la fibra o la baja
digestibilidad de los &cidos grasos en el rumen (NRC, 2001). Sin embargo, y como
ocurrio en todos los experimentos de la presente Tesis, en diversos trabajos utilizado
suplementos de soja (Paradis et al., 2008) y canola (Chichlowski et al., 2005; Delbecchi
et al., 2001), no se afecto la produccion de leche.

En relacion a los componentes de la leche, se sabe que las dietas bajas en fibra
o dietas altas en concentrado y ricos en aceites vegetales, pueden causar una
reduccién en la grasa y proteina de la leche. En el caso del ensayo con soja, la
reduccién en el porcentaje y cantidad de grasa (kg d*) en el grupo alimentado con una
mayor cantidad de ésta (20TS - 1 kg d™*) puede resultar del proceso de extrusion, que
rompe las micelas de grasa de la semilla, lo que permite una rapida liberacion de los
lipidos en el rumen y con ello la reduccion del contenido de grasa de leche (Mohamed
et al., 1988; DePeters y Cant, 1992). El sindrome de baja grasa en la leche ha sido
reconocido desde hace muchos afos, pero el mecanismo exacto todavia no esté claro.
Los datos de varios estudios revivio la teoria de que acidos grasos frans, procedentes
de la biohidrogenacién ruminal y de la desaturacion por parte de la glandula mamaria,
como el mecanismo central de la depresion de grasa en leche (Griinari y Bauman,
2003;. Loor et al., 2005). En particular, el aumento del C18:1 frans-10 y del isbmero
CLA trans-10, cis-12 en la glandula mamaria, se ha asociado con una reduccion en la
sintesis novo de acidos de cadena corta y media (Banks et al., 1980; Grummer, 1991,

Baumgard et al., 2000). En este sentido y en el trabajo con soja, en el tratamiento 20TS,
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el isbmero CLA trans-10, cis-12 se encontré en mayor cantidad (aunque tal diferencia
no fue significativa) y Ademés se obtuvo una relacién lineal inversa (r* = 0,11; P = 0,04)
entre la concentracion de grasa de la leche y el contenido de este isomero.

Por otro lado, muchos de los estudios con canola estan referidos a dietas TMR y
no a sistemas de alimentacion en base a pastoreo. En este sentido, dietas TMR que
comparan el uso de granos de canola tratadas con perdxido alcalino (2,4 kg d) no
aumentaron el porcentaje de grasa de la leche (Aldrich et al., 1997), mientras que el uso
de grano de canola comparado con harina de canola extraido mecanicamente, aumento
el porcentaje de grasa en leche (Chichlowski et al., 2005). En los trabajos de la
presente Tesis, a pesar de que las dietas de los diferentes experimentos tenian altos
niveles de grasa (Tablas IV.2, IV.3 y IV.4), los porcentajes y cantidades de grasa en
leche no tuvieron diferencias significativas entre los grupos. Esto pudo deberse a que la
fibra y la energia fue similar en la racion total en cada uno de los experimentos (Murphy
et al., 2008).

En relacién a la proteina en leche, tan sélo el porcentaje fue menor en el grupo
20TS del ensayo con soja, comparado con los grupos OTS y 11TS. Aunque los aportes
de grasa y proteina de la dieta fueron mayores en el grupo 20TS, Theurer et al. (1995)
sugirieron que el aumento de la cantidad de proteina de la dieta con un nivel constante
de energia, tiene poco efecto sobre la sintesis de proteina de la leche, aunque si el
nivel de proteina de la dieta incrementa la cantidad de proteina en la leche, el efecto
parece estar asociado con un incremento de la produccion de leche. Sin embargo, en el
estudio con soja no se observaron diferencias entre los grupos, ni en la produccion de
leche ni en la cantidad de proteina de la leche, al igual que lo obtenido en los ensayos
con canola y en otros trabajos de la literatura (Guillaume et al., 1991). La disminucion
en el contenido de proteina de leche en la dieta 20TS con soja, podria ser debido a una
mayor disponibilidad de grasa en el rumen (Chouinard et al., 1997). La reduccion en el
porcentaje de proteina observada en la mayoria de los estudios en animales
alimentados con dietas con un alto contenido de grasa, parece estar asociada con los
efectos negativos sobre el crecimiento de los microorganismos ruminales y como
consecuencia la baja produccion de proteina microbiana (Solomon et al., 2000).

Ademas, cuando las vacas estan alimentadas con aportes de grasa, la eficiencia
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energética de la sintesis de leche se incrementa. Vacas alimentadas con dietas ricas en
grasa requieren menos litros de sangre que fluye a la glandula mamaria por kg de leche
producida (Cant et al., 1993). Por ello se sugiere que, como la absorcion de
aminoacidos a nivel mamario depende de la concentracion de aminoacidos en la sangre
y del flujo sanguineo que va a la glandula mamaria, la disminucién de este flujo por
volumen de leche producida, seria limitante a la absorciéon de aminoacidos para la
sintesis de proteinas de leche.

La produccion de leche y de sus componentes se vio afectado por la semana de
muestreo. Efectos debidos a la fase de lactacion y a la alimentacion (principalmente a la
ingestion y la composicion nutricional del forraje) pueden explicar estas diferencias. No
obstante, la ingesta total de forraje no se midié en ninguno de los ensayos asi como la
composicion nutritiva en los ensayos con canola, lo cual podria ser determinado en

estudios futuros.
IV.4.2. Contenido y composicion de CLA en la leche.

Al igual que en los trabajos de la presente Tesis, diversos estudios sobre la
suplementacion tanto con soja como con canola, no encontraron efectos en la cantidad
de CLA en la leche (Bartolozzo et al., 2003; Khanal et al., 2005; Chichlowski et al.,
2005). Bartolozzo et al. (2003) en vacas Friesian alimentadas con pasto mas un
suplemento de 2,6 kg d* de soja cruda, obtuvieron una alta cantidad de CLA (0,96 %)
en comparacion con dietas TMR utilizando soja cruda o extruida (0,52 %), lo cual esta
en correspondencia con los resultados de White et al. (2001). Khanal et al., (2005)
utilizando 2,4 kg d* soja extruida en animales Holstein a pastoreo no encontré efecto en
la cantidad de CLA en la leche (1,63 % de CLA total en el grupo alimentado solo con
pasto y 1,69% de CLA total en el grupo alimentado con pasto + suplemento de soja;
estos valores incluyen solo al isomero cis-9, trans-11. Chichlowski et al., (2005),
utiizando en dietas TMR semilla de canola y aceites de canola extraido
mecéanicamente, tampoco encontraron diferencias significativas en el contenido de CLA
total (0,42 % y 0,39 %, respectivamente), ni tampoco en el isomero cis-9, trans-11 (0,39

y 0,35 %, respectivamente). En los ensayos de la presente Tesis con canola, aunque no
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se increment6 el contenido de CLA en la leche, los valores obtenidos han sido mas
elevados (0,99, 1,45 y 0,88 % de CLA total, en los experimentos 1, 2 y 3 con canola,
respectivamente) a los encontrados en las raciones de TMR. Estos mayores contenidos
de CLA en leche podrian deberse a la alimentacion a base de pastos, dado su conocido
efecto para incrementar los niveles de CLA en leche (Khanal et al., 2005, Dewhurst et
al., 2006). Ademas, la falta de efecto de la inclusién de semilla de soja y de canola en
los diferentes experimentos, indicarian una mayor influencia del pasto en el contenido
de CLA en la leche, que la fuente o nivel de semilla de soja o canola incorporado en la
dieta. Los valores de CLA diferentes que se encuentran tanto en los trabajos de la
presente Tesis como en los de la literatura, pueden estar relacionados con la distinta
composicion nutricional del pasto, derivadas las caracteristicas botanicas y
agronémicas en los diversos estudios (Dewhurst et al., 2006). En menor grado, otros
factores tales como la raza (White et al., 2001; Kelsey., 2003) influyen en la cantidad de
CLA en la leche. A este respecto, White et al. (2001) observaron un 18% menos de CLA
en la leche de vacas Jersey en comparacion con la leche de vacas Holstein. Otros
autores en cambio, observaron un incremento en el contenido de CLA total en leche de
hasta 2,2% en vacas lecheras alimentadas con pasto mas un suplemento de 3,1 kg d*
de soja tostada (Lawless et al., 1998), y de 2,4 % para el isdmero cis-9, frans-11 en
ganado de carne con pastoreo y suplementado con 2 kg d* de soya extruida (Paradis et
al., 2008). No obstante, la influencia exacta de la raza y su relacion con la dieta en el
contenido de CLA, ademas de las posibles interacciones, necesitan futuros estudios.

En relacién a los isbmeros, el acido ruménico (cis-9, trans-11) es tipicamente el
isbmero méas abundante, siendo sus valores mayores al 80% del total de CLA
(Palmquist et al., 2005). EIl isomer cis-10, cis-12, por otro lado, se ha encontrado en
bajas cantidades y no tiene funcion biologica conocida (Khanal y Olson, 2004). En los
estudios con soja y canola de la presente Tesis, los isdbmeros frans-10, cis-12 y cis-10,
cis-12 han presentado valores mas altos que lo normalmente sefialado en la literatura.
La regulacion del balance de los isdbmeros es en gran parte desconocido. Sin embargo,
se sabe que el isbmero cis-9, trans-11 se genera principalmente a partir del acido
vaccénico en la glandula mamaria (Mosley et al., 2006), mientras que el frans-10, cis-12

es un intermediario de la biohidrogenacion del rumen (Walker et al., 2004) y es
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relativamente poco afectado por los cambios en la dieta, excepto por niveles muy altos
de concentrado en la alimentacion (Chilliard et al., 2007). Por lo tanto, futuros estudios
son necesarios para determinar su funcion bioldgica y las rutas metabodlicas de
produccion.

La evolucién en el tiempo del contenido de CLA total y de cada uno de sus
isbmeros (Figuras 1V.1 y IV.2), sigue una tendencia similar en todos los tratamientos,
tanto en el trabajo con soja como con canola, lo que indicaria una mayor influencia del
pasto en el contenido de CLA en la leche que diferentes concentrados suplementados.
Esto puede estar relacionado con las diferencias en la composicion nutricional del
pasto, que también se ha demostrado que afectan a la composicién de &cidos grasos
de la leche (Dewhurst et al., 2006). A este respecto, un menor contenido de CLA en la
leche se ha observado con pastos maduros y este efecto se ha atribuido a la
disminucion de la calidad y cantidad del forraje (Lock y Garnsworthy, 2003; Ward et al,
2003). Esto esta de acuerdo con los resultados obtenidos en el trabajo con soja, donde
los valores mas bajos de CLA se obtuvieron a finales de diciembre y enero, cuando el
pasto es mas pobre desde el punto de vista nutritivo (ver Tabla IV.5). El isomero cis-10,
cis-12 fue el Unico que disminuy6 desde el dia 1 al dia 45, y aumento después del dia
60. En la actualidad, es dificil de explicar, tanto el alto valor obtenido, como también su
evoluciéon. En el experimento 2 con canola, no se observaron diferencias significativas
entre semanas, mientras que en los experimentos 1 y 3 se obtuvieron menores valores
de CLA en las semanas finales del estudio (Figura IV.2). Estos resultados podrian
explicarse porgue los experimentos 1 y 3 se realizaron en el periodo en que la calidad y
cantidad del forraje disminuye, mientras que el experimento 2 se llevé a cabo en el

periodo de mayor calidad y cantidad del pasto (Ruiz, 1996).
IV.4.3. Perfil metabdlico

Todos los metabolitos evaluados, excepto la urea en sangre, se encontraron
dentro del rango normal (Tablas IV.7 y 1V.9), de acuerdo con los valores reportados

para vacas lactantes sanas (Bertoni y Piccioli, 1999). El aumento de urea en sangre se

ha observado utilizando dietas con altos niveles de proteina degradable, como es el
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caso de animales alimentados a pasto con gramineas (Pulido, 2009). En estas
condiciones, la proteina altamente soluble se asocia con niveles bajos de FND vy altas
proporciones de hoja/tallo al inicio de la primavera (Van Vuuren et al., 1991), lo que
resulta en uso incompleto del nitrogeno en el rumen y en altos niveles de urea en
sangre durante la primavera y principios del verano (Wittwer et al., 1993). Estos niveles
pueden exceder el rango normal, especialmente al comienzo de la primavera, lo cual

se considera normal en Chile (Wittwer et al., 1993).
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Capitulo V. Conclusiones

1. Conclusiones relativas a la caracterizacion de los sistemas productivos

Los sistemas productivos de la IX Region de Chile, como region con un
sistema de produccion intermediario entre la VIII y la X Region. han
presentado una relacion entre variables cualitativas y variables productivas,
dependiendo si el productor es considerado pequefio o grande.

El nivel educacional y la experiencia como lechero, puede dar una mayor
posibilidad de apertura a nuevas tecnologias con un mayor impacto
productivo en cantidad y calidad de leche.

Los sistemas productivos que siguen la norma de acuerdo a las buenas
practicas ganaderas (terapia de secado, existencia de registros, presencia
de estanque etc.) obtienen resultados productivos mas positivos, que
aguellos predios que realizan una rutina fuera de las normas de las buenas

practicas ganaderas

2. Conclusiones relativas al contenido de CLA en productos lacteos en Chile

y efecto del procesamiento

La leche cruda procedente de sectores con sistemas de alimentacion a
base de pastoreo, en comparacidn con sectores con sistemas mas
estabulados y basados en racion mezcla total, han presentado mayores
contenidos de CLA, con valores medios entre 1.72 g/100 g total FA de la
leche de primavera de la zona de Osorno y 0.42 g de la leche de verano de
la zona de Los Angeles.

Los productos lacteos han presentado contenidos significativamente
mayores de CLA que la leche cruda, con promedios muy variados que van
desde 0.88 g/100 g of total FA en queso hasta 1.50 g en mantequilla, 1.49 g
en leche condensada y 1.97 g en leche en polvo.

El isbmero cis-9, trans-11 representa un 53% del CLA total, y se encuentra
en un rango que va de 0.26 g/100 g of total FA en el silo de leche de verano

en la zona de los Angeles y un maximo de 1.26 g en mantequilla en la zona
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de Osorno. Las cantidades de los isémeros trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12
han sido superiores a las sefialadas en la literatura.

El procesado ha afectado significativamente el traspaso de CLA de leche
fresca a producto (leche condensada y leche el polvo). Tanto para el CLA
total como para sus isémeros, la leche condensada present6 en la mayoria
de los meses menores valores que la leche liquida original y la leche en
polvo. En cambio, la leche en polvo presento valores cercanos o superiores

a los de la leche liquida.

3. Conclusiones relativas a las estrategias de mejora del contenido de CLA

La incorporacién de soja extrusada (a niveles de 0,5 and 1,0 kg d* en el
concentrado en animales de raza Jersey) y de canola (Brassica napus), ya
sea en grano entero o grano molido (en cantidades de 1,2 kg d* en vacas
Frison Negra Chilena) en sistemas de alimentacion a base de pastoreo, no
incremento los contenidos de CLA total y de los isémeros cis-9, trans-11,
trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12. En cambio, dichos contenidos si fueron
afectados por la calidad nutritiva del pasto, observandose menores valores
conforme se incrementa la madurez del pasto.

Mayores niveles de los isbmeros trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12 en leche
se han obtenido, en comparacion a los normalmente encontrados en la
literatura. En concreto, el isémero cis-10, cis-12 no aparece sefialado en la
literatura cientifica, por lo que son necesarios futuros estudios con el fin de

determinar su funcion bioldgica y sus rutas metabdlicas de produccidn.

4. Conclusiones generales

Si bien el consumo de productos lacteos en Chile es mas bajo que el de
otros paises mas consumidores de estos productos, la alta cantidad de CLA
de los productos estudiados en el presente trabajo, garantizan adecuados

niveles para la salud humana.
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e« Se requiere mayor investigacibn para determinar el efecto de las
condiciones de procesamiento y almacenamiento de la leche y productos
lacteos sobre el contenido de CLA.

» Se requiere mas investigacion para establecer nuevas estrategias que
incrementen el contenido de CLA en productos lacteos en sistemas bovinos
basados en el pastoreo, tanto en praderas naturales, mejoradas y
artificiales.

* Toda la informacién generada puede servir de base para implementar un
programa de mejoramiento de aspectos técnicos de manejo y econémicos
(mayor valor afladido de los productos obtenidos) tanto gubernamental
como privado en el sector bovino lechero de los sectores estudiados del sur

de Chile, especialmente en los pequefios productores.
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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar sistemas producti-
vos lecheros de la comuna de Vilcun, provincia de Cautin, 1X
Regién, Chile, relacionando variables cualitativas y cuantitati-
vas aplicando para ello analisis estadistico multivariado de co-
rrespondencia simple. Se encuestaron 24 fincas lecheras: 11
consideradas pequefas, 7 medianas y 6 grandes productores
lecheros. Los resultados generales muestran que los producto-
res grandes tienen mayor superficie de hectareas dedicadas a
la lecheria, mayor nimero de dias de lactancias de sus vacas
y una produccion promedio de 14 L vaca dia ', en compara-
cion con 9 L vaca dia ~' de los medianos y pequefios producto-
res. Por otro lado, el analisis multivariado de correspondencia
simple muestra asociacion entre el nivel educacional de los
productores y la cantidad de leche producida. Es asi que los
productores grandes poseen un titulo profesional de nivel su-
perior técnico o de ingeniero. Asi mismo, el nivel de escolari-
dad de los ordefiadores es basico completo para los producto-
res grandes y basico completo e incompleto para los peque-
fios y medianos productores. Los productores que realizan dos
ordefios/dia tienen mayor produccién total de leche, y la tera-
pia de secado se lleva a cabo mas en productores grandes y
medianos que en los pequefios. El uso de estanque de frio es
de uso permanente en los productores con mayor volumen
productivo. Finalmente, los grandes productores usan registros
reproductivos asociandose esto a sus altas producciones. En
el aspecto sanitario se observa que los productores con mayor
antigiiedad en el rubro lechero tienen menos problemas de
mastitis en su rebafio.

Palabras clave: Caracterizacion explotaciones lecheras, ana-
lisis multivariado.
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ABSTRACT

The objective of this study was to characterize dairy productive
systems of Vilcin commune, Cautin province, the IXth Region,
Chile, linking qualitative and quantitative variables using statis-
tical multivariate analysis of simple correspondence. 24 dairy
farms were analyzed: 11 considered small size, 7 medium
ones and 6 big dairy producers. The general results show that
the big producers have a larger surface of hectares dedicated
to the dairy, more days of lactation and an average production
of 14 L per day, in comparison with 9 L of the medium and
small producers. The multivariable analysis of simple corre-
spondence shows association between the educational level of
the dairy producers and the quantity of produced milk. Thus,
big producers have possess a professional title of degree sen-
ior technician or engineer. On the other hand, the level of edu-
cation of the milkers was at least secondary level for the big
producers and basic complete and incomplete for the small
and medium producers. Likewise, the producers who carry out
twice-daily milking have bigger total production of milk, and the
drying therapy is carried out more in big and medium produc-
ers than in the small ones. The use of cooling tank is of perma-
nent use in the producers with a greater productive volume. Fi-
nally, the big producers used a reproductive records which are
associated with their high productions. About the sanitary as-
pect was observed that the producers with more seniority in
the business have fewer mastitis problems in their herd.

Key words: Characterization, dairy farms, multivariate analysis.

INTRODUCCION

Los sistemas de producciéon de leche se caracterizan por
su alta complejidad y su influencia por el medio ambiente [28],
el sistema de produccién adoptado, el ambiente institucional
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(tecnologia y servicios) y los valores culturales. Asi, la planifi-
cacion de acciones de intervencion requiere distinguir los dife-
rentes grupos o tipos que coexisten en la poblacion estudiada,
considerando los diversos aspectos en que se desarrollan los
sistemas de produccién [4]. Aqui, cobran importancia aspectos
sociales como el nivel educativo de los propietarios, de los tra-
bajadores, afios de antigliedad en el sector, asociacion de ex-
periencia en el sector y manejo productivo; todo ello contribui-
ria a la adopcion de nuevas tecnologias que mejoren su em-
presa productiva [6, 27, 42]. Caracterizar estos sistemas es
complejo por lo que se han propuesto una serie de técnicas de
analisis estadisticos como, técnicas de analisis de varianza [1,
9, 24, 25, 42], técnicas de analisis multivariante como el anali-
sis de componentes principales, correspondencia multiple y
analisis de conglomerados (cluster) [10, 23, 29, 30, 32, 38, 41],
los que incluyen un conjunto de técnicas y métodos que permi-
ten estudiar conjuntos de variables en una poblacion de indivi-
duos. Por lo anterior, se plante6 un estudio para caracterizar
explotaciones lecheras de la zona de Vilcun (IX Region-Chile)
empleando una metodologia multivariada que permita analizar
variables, técnicas productivas y caracteristicas del recurso
humano disponibles en las explotaciones.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de la muestra y diseno del instrumento
de recoleccién de datos

El estudio se realiz6 en la comuna de Vilcun [35], provin-
cia de Cautin, IX Region, Chile, a partir de la evaluacién de 56
explotaciones lecheras en este sector [17], de las cuales se
muestrearon 24 fundos, lo que representa un 43% de la pobla-
cion. De éstos, once (11) productores fueron considerados
como pequefios con una produccion de leche menor a 50.000
L afio™!, siete (7) medianos con una produccion de
50.000-100.000 L afio™" y seis (6) grandes productores leche-
ros con producciones superiores a 100.000 L afio™. La infor-
macion fue recogida mediante una encuesta de elaboracion
propia, siguiendo metodologias establecidas [2] y descrita en
trabajos previos [3, 5, 14, 39]. Una vez realizadas las encues-
tas se tabuld la informacién y se elaboré una base de datos
con las variables que representan la dimensién de las explota-
ciones y la productividad de las mismas como son: inventario
ganadero (numero, edad aproximada de las vacas, raza, ma-
nejo reproductivo), alimentacion de las vacas (manejo del pas-
toreo y nivel de uso de concentrados), inventario de praderas,
cultivos suplementarios y formas de conservacién de forraje
(numeros de corte para ensilaje y heno, edad y calidad de las
praderas, y niveles de fertilizacion), aspectos sanitarios del re-
bafio (terapia de secado), inventario de mano de obra (tiempo
dedicado al rubro lechero por cada trabajador, afios de educa-
cién, capacitacion) presencia de tanque de frio y nivel tecnolo-
gico; como datos que causan mayor impacto productivo en los
sistema lecheros en Chile. Este modelo matematico sigue un
analisis factorial, el cual puede ser exploratorio o confirmatorio

[7, 16]. El analisis exploratorio se caracteriza porque no se co-
nocen a priori el numero de factores y es en la aplicacién em-
pirica donde se determina este numero. Por el contrario, en el
analisis de tipo confirmatorio, los factores estan fijados a priori,
utilizandose contrastes de hipétesis para su corroboracion, lo
cual corresponde a este trabajo.

Cada variable se expresa como una combinacién lineal
de factores no directamente observables.

Xij = F1i ai1 + F2i ai2+....+Fki aik + Vi, siendo:
Xij:  la puntuacién del individuo i en la variable j.
Fij:  son los coeficientes factoriales.
Aij:  son las puntuaciones factoriales.

Vi sea el factor Unico y se llama especificidad, representan-
do la contribucion del factor unico a la variabilidad total
de Xi.

Analisis estadisticos

Para realizar un adecuado procesamiento estadistico de
los datos de las encuestas, se utilizd el método de clasificacion
multivariado. A cada variable se le asignd un coédigo para su
posterior analisis, luego se procedié a su traspaso a una plani-
lla electrénica Microsoft Office Excel 2003. Los datos cuantita-
tivos y cualitativos obtenidos a través de la encuesta fueron
sometidos a un analisis de parametros estadisticos descripti-
vos [34]. Luego, los datos cualitativos recopilados fueron someti-
dos a un analisis de correspondencias simples, que es una técni-
ca de reduccién de dimensiones en el contexto de tablas de con-
tingencia [19, 20]. Este método permite estudiar la relacion entre
variables segun las distancias en puntos representados en un
plano, el fin es representar graficamente la relacién entre varia-
bles. Se trata de una técnica de analisis multivariable, aplicable al
analisis de matrices de datos [44]. El analisis estadistico fue reali-
zado utilizando el programa Statistical Package for the Social
Sciences SPSS versién 13,0 para Windows (SPSS Inc, Chicago
IL, EUA) y JMP version 5,0 (SAS 1996) [36].

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas de los sistemas lecheros

En el caso de los pequefios y medianos productores tie-
nen un promedio de 160 has. destinadas a la produccion de le-
che; en cambio, los grandes productores poseen en promedio
de 240 has. destinadas a lecheria. El total de productores rea-
liza ordefio mecanizado y dos veces al dia, excepto un 8%,
que realiza un soélo ordefio. Respecto al periodo de lactancia,
en el caso de los pequefios productores de leche, se tiene que
un 63,6% de los encuestados mantienen una lactancia entre
200-250 dias, y so6lo un 18,2% tiene lactancias entre 250-280
dias. Esto contrasta con una éptima lactancia estandarizada
de 305 a 325 dias [13]. En lo referente a los grandes producto-
res, un 66,7% declar6 tener lactancias entre los 280-300 dias,
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y el otro 33,3% mayor a los 300 dias. La produccién promedio
por vaca correspondia a 9 L diarios en el caso de los peque-
fios y medianos productores y de 14 L para los considerados
grandes. La produccién de leche en este sector se basa en
praderas naturales, con un manejo de pastoreo continuo en to-
dos los sistemas estudiados.

Analisis multivariado

Analisis de correspondencia entre produccion total
de leche y educacion del propietario

La asociacién entre estas dos categorias es alta y corres-
ponde a un 86%. De acuerdo a la FIG. 1, existe una mayor cer-
cania entre los productores con educaciéon superior y una alta
produccién de leche (>100.000 L afio™"). Asi mismo, se puede
ver que existe una asociacion entre los productores con educa-
cion media y una produccién media de leche (50.000-100.000 L
afo™"). También se puede observar una relacion entre los pro-
ductores con educacién basica y una baja produccion de leche
(<50.000 L afio™). El nivel educacional del productor es una limi-
tante, tanto para tomar decisiones técnicas como administrativas
[15, 22]. En este sentido, los individuos mas preparados educa-
cionalmente, poseen una mayor flexibilidad para la adopcion de
nuevas técnicas [12, 26]. Sin embargo, elementos de gestién que
adopte un productor, no parecen estar ligados a su nivel educati-
VO y no serian importantes en el nivel productivo de su empresa
[42]. Es por ello importante desarrollar programas de capacita-
cién puede proporcionar a los productores mejores herramientas
en la toma de decisiones [11] para mejorar la cantidad y calidad
de la leche.

Analisis de correspondencia entre educacion
del ordenador y produccion total de leche

Del total de agricultores encuestados, la categoria de
produccion total de leche alta (>100.000 L afio™") presenta sélo
ordenadores con estudios de educacion basica completa, lo
que sumado al nivel de preparacion del duefio de la explota-
cién genera mayor adopcion de tecnologias y mayor capaci-
dad de respuestas frente a problemas. Los productores consi-
derados medianos, presentan solamente ordefiadores con
educacion basica incompleta. Finalmente, en el caso de una
produccién lechera baja, existe una proporcion de ordefiado-
res con educacion basica completa cercana al 80%, en con-
traste con un 20% de ordefiadores con educacién basica in-
completa (FIG. 2). Sin duda que la educacion del productor y
del ordefiador reduce la vulnerabilidad sanitaria y productiva
de un sistema lechero [27, 42].

Analisis de correspondencia entre N° de ordenos diarios
y produccion total de leche

El andlisis de correspondencia entre el numero de orde-
fios diarios y la produccion total de leche muestra un grado de
asociacion de un 65% lo que esta indicando una relacién alta.
De acuerdo a lo observado en la FIG. 3, en el grafico porcentual
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FIGURA 1. ANALISIS DE CORRESPONDENCIA DE PRO-
DUCCION TOTAL DE LECHE Y NIVEL DE EDUCACION
DEL PRODUCTOR/ ANALYSIS OF CORRESPONDENCE: TOTAL
PRODUCTION OF MILK AND EDUCATION LEVEL OF THE PRODUCER.

Basica incompleta

o

el

I
1

Basica completa

Educacion ordefiador
f=]
w
1

o

T

&
1

e e — —
At Baja Media

Prod. total de leche

FIGURA 2. GRAFICO DE CONTINGENCIA DE EDUCACION
DEL ORDENADOR Y PRODUCCION TOTAL DE LECHE/ A
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DUCTION OF MILK.

1,0 - IL1

% Baja
05 —

0,0

c1

m 2
#* Media

-05 -

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
c2

FIGURA 3. ANALISIS DE CORRESPONDENCIA DE NUME-
RO DE ORDENOS DIARIOS Y PRODUCCION TOTAL DE
LECHE/ CORRESPONDENCE ANALYSIS OF THE NUMBER OF DAILY
MILKINGS AND TOTAL PRODUCTION OF MILK.
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existe una mayor relacién entre producciones de leche altas y
medias superiores a 50.000 L afio~" y realizar dos ordefios al
dia. Se puede observar que existe una mayor cercania entre
producciones bajas de leche (menor a 50.000 L afio™") con rea-
lizar un ordefio diario. La frecuencia del ordefio aumenta la pro-
duccion de leche [37], al pasar de uno a dos ordefios y a tres
ordefios se obtiene mas kg dia ' en la medida que se aumenta
la frecuencia, siendo similares estos aumentos para vacas pri-
miparas y multiparas [13]. Actualmente existe una corriente en
Nueva Zelanda, dado por el bienestar animal, de ordefiar una
sola vez al dia en vez de dos, existiendo diferencia en la pro-
duccion y en el tamafio de la ubre; sin embargo, en cuanto al ni-
vel de estrés no existe diferencia significativa [43].

Analisis de correspondencia entre terapia de secado
y produccion total de leche

Del total de los productores lecheros encuestados, en la
categoria de produccion lechera alta aproximadamente un
75% realiza terapia de secado a todas las vacas del plantel, en
contraste con un 25% que realiza terapia de secado s6lo a las
vacas con mastitis. En relacién a los productores medianos, la
totalidad realiza terapia de secado a todas las vacas. En el
caso de los productores pequefios, aproximadamente un 60%
no realiza terapia de secado, un 20% hace terapia de secado
a todas las vacas y el otro 20% solo a las vacas con mastitis
(FIG. 4). La terapia de secado junto con el tratamiento antibio-
tico al término de la lactancia es una de las medidas mas am-
pliamente difundidas en el mundo para el control de la mastitis
[21]. Otros autores sefialan que la terapia de secado se debe-
ria utilizar s6lo en animales con problemas de mastitis [31].
Todos los productores encuestados practican una terapia de
secado de al menos 60 dias. La terapia de secado 6ptima se
realiza entre los 40 y 60 dias y existen diferencias productivas
de leche corregida al 4% al acortar el periodo seco [40]. Estu-
dios recientes sefialan que no hay diferencias en la produccion
de leche entre vacas con periodos secos de 28 dias o de 70
dias. Por otro lado, se afirma que la eliminacién del periodo
seco mejoraria el balance energético y el estado metabdlico
de los animales [33].

Analisis de correspondencia entre produccion total
de leche y sistema de enfriamiento

En acuerdo con el analisis de correspondencia, las va-
riables estudiadas tienen un grado de asociaciéon del 50%. En
la FIG. 5, porcentualmente existe una mayor asociacion entre
uso del tanque enfriador en los fundos con producciones altas
y medias de leche. Ademas, se observa que existe una mayor
cercania entre uso de agua corriente y baja produccion leche-
ra. El enfriamiento de la leche es importante, ya que la leche ti-
bia es un medio excelente para el crecimiento de microorga-
nismos y el niumero aumentara significativamente en un corto
periodo de tiempo si la leche no es enfriada [31] y por ello, el
recuento de células somaticas en el tanque pasa a ser un ex-
celente indicador de la sanidad mamaria [18].
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FIGURA 4. GRAFICO DE CONTINGENCIA DE TERAPIA DE
SECADO Y PRODUCCION TOTAL DE LECHE/ GRAPH OF
CONTINGENCY FOR DRY THERAPY AND TOTAL PRODUCTION OF
MILK.
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FIGURA 5. ANALISIS DE CORRESPONDENCIA DE PRO-
DUCCION TOTAL DE LECHE Y SISTEMA DE ENFRIAMIEN-
TO/ CORRESPONDENCE ANALYSIS OF TOTAL MILK PRODUCTION
AND MILK COOLING SYSTEM.

Analisis de correspondencia entre registros reproductivos
y produccion total de leche

La asociacion de estas categorias es de un 43%, lo que
indicaria una asociacién media a baja (FIG. 6). Al observar la
FIG. 6, se puede ver que existe una mayor cercania entre pro-
ducciones bajas a medias de leche y el no uso de registros re-
productivos, como asi también se puede apreciar una mayor
proximidad entre producciones altas de leche y el uso de regis-
tros reproductivos de los planteles lecheros. Los registros son
muy importantes en todo lo que se refiere al manejo del gana-
do, ya que permiten, por ejemplo, determinar en que dia se
debe secar la vaca, determinar la fecha probable de paricion,
adaptar la racién por grupos e ir manejando su condicién corpo-
ral; ello con el fin de evaluar el ciclo productivo una vez finaliza-
do, lo que sin lugar a dudas permite lograr una mejor gestion y
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FIGURA 6. ANALISIS DE CORRESPONDENCIA DE REGIS-
TROS REPRODUCTIVOS Y PRODUCCION TOTAL DE LE-
CHE/ CORRESPONDENCE ANALYSIS OF REPRODUCTIVE RE-
CORDS AND TOTAL PRODUCTION OF MILK.

una mejor rentabilidad [4]. Ademas, es importante usar la infor-
macion reproductiva en rebafios como herramienta util en la
toma de dediciones comerciales del ganado lechero [8].

Analisis de correspondencia entre mastitis y tiempo como
lechero

De acuerdo con el analisis de correspondencia, se ob-
servo un grado de asociacion entre las categorias medidas de
un 77%, lo que indicaria una asociacién alta. De acuerdo a la
FIG. 7, se observa que existe una mayor cercania entre los
productores que llevan menos tiempo en el rubro lechero (0-5
afios) y un alto nivel de mastitis. Asi mismo se puede ver que
existe una relacion entre los productores mas antiguos en el
rubro (20-25 afios) y un bajo nivel de mastitis en los fundos. El
resto de las categorias de tiempo como productor lechero ten-
dria una mayor cercania con niveles medios de mastitis. Tam-
bién se puede observar que los niveles medios a altos de pre-
valencia de mastitis estan asociados a tiempos recientes como
productor en el rubro lechero y viceversa.

CONCLUSIONES

Este estudio revela que existe relacion entre variables
cualitativas y variables productivas, dependiendo si el produc-
tor es considerado pequefio o grande. Queda claro que el nivel
educacional da una mayor posibilidad de apertura a nuevas
tecnologias y a una mayor capacidad de negocio del produc-
tor. En general, los sistemas productivos que siguen la norma
de acuerdo a las buenas practicas ganaderas (terapia de se-
cado, existencia de registros, presencia de tanque, entre otros)
obtienen resultados productivos mas positivos que aquellos
fundos que realizan una rutina fuera de las normas de las bue-
nas practicas ganaderas. Finalmente se puede sefialar que,
estos datos deberian servir de base para implementar un pro-
grama de mejoramiento, tanto gubernamental como privado,
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en el sector bovino lechero de Vilcun, especialmente en los
pequeios productores.
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Abstract

Contradictory results has been found on the effects of soybean supplementation and conjugated linoleic acid (CLA)
content in milk on feeding systems based on fresh forage The objective of the study was to evaluate the effect of a
dietary supplement with different quantities of extruded whole soybean on the production and composition of milk,
and CLA concentration or their isomers in Jersey cows under pasture conditions. Twenty-one Jersey cows were ran-
domly assigned into 3 groups of 7 animals each. The cows were supplemented with a dietary concentrate (5 kg d'),
and each group received one of the three next treatments: control without soybean (0-SB), with extruded whole soybean
at 0.5 kg d' (0.5-SB) or at 1 kg d! (1-SB). The basic diet was a pasture composed of Lolium perenne (70%), Trifolium
repens (25%) and other species. The duration of the study was 75 d. Milk production (p = 0.706) and protein produc-
tion (p = 0.926) were not affected by treatments. Fat (p = 0.015) and protein (p = 0.045) content as well as fat
production (p = 0.010) were lower in the 1-SB group. There was no effect of the inclusion of extruded soybean on
total CLA content (p = 0.290) or the content of cis-9, trans-11 (p = 0.582), trans-10, cis-12 (p = 0.136) and cis-10,
cis-12 (p = 0.288) isomers. However, concentrations of all isomers were affected by the nutritional quality of the pas-
ture, with low values observed at greater maturity stages of pasture.

Additional key words: CLA; dairy cows; grazing; milk quality.

Resumen

Efecto de la suplementacién con concentrado de soja entera extrusionada en vacas Jersey en pastoreo sobre el
contenido de acido linoléico conjugado en la leche

El efecto de la suplementacion con soja en sistemas de pastoreo sobre el contenido de acido linoléico conjugado (CLA)
en leche es contradictorio. El objetivo de este estudio fue evaluar en vacas Jersey en pastoreo, el efecto de la suplemen-
tacion de un concentrado con diferentes cantidades de soja entera extrusionada sobre la produccion de leche y su compo-
sicion, especialmente sobre el contenido en CLA y sus isdmeros. 21 vacas Jersey fueron divididas al azar en 3 grupos de
7 animales cada uno. Los animales fueron suplementados con un concentrado (5 kg d ') y a cada grupo se le asigné uno
de los tres siguientes tratamientos: control sin soja (0-SB), con 0.5 kg d™! de soja (0.5-SB) y con 1 kg d' de soja (1-SB).
La base de la alimentacion fue el pasto, compuesto mayoritariamente por Lolium perenne (70%) y Trifolium repens (25%).
La duracién del estudio fue de 75 dias. La produccion de leche (p = 0.706) y la produccion de proteina (p = 0.926) no se
vieron afectados. Los porcentajes de grasa (p = 0.015) y proteina (p = 0.045) y la produccion de grasa (p = 0.010) fueron
mas bajos en el grupo 1-SB. Las cantidades de soja no modificaron los contenidos de CLA total (p = 0.290) y de los
isomeros cis-9, trans-11 (p = 0.582), trans-10, cis-12 (p = 0.136) y cis-10, cis-12 (p = 0.288), pero si fueron afectados
por la calidad nutritiva del pasto, observandose menores valores al aumentar la madurez del pasto.

Palabras clave adicionales: calidad de leche; CLA; pasto; vacas de leche.
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Introduction

Conjugated linoleic acid (CLA) represents between
20 and 28 isomers of linoleic acid C18:2 (Lock &
Garnsworthy, 2003) that has been indicated as one of
the most beneficial fatty acids for human health (Pari-
za & Park, 2001). Likewise, ruminant products as milk
and meat constitute the principal source of CLA for
humans. Of all possible isomers, only cis-9, trans-11
and trans-10, cis-12 have shown an interesting bio-
logical activity (Wahle et al., 2004). The cis-9, trans-11
isomer, also known as rumenic acid, has been docu-
mented to have an anticarcinogenic (Ha et al., 1987,
Visonneau et al., 1997; Aro et al., 2000) and antioxi-
dant effect (Devery et al., 2001), whereas the frans-10,
cis-12 isomer is capable of decreasing body fat and
increasing lean body mass.

Diet has a major influence on milk fat CLA and it
has been extensively investigated (Bauman et al.,
2001). Several nutritional studies have been addressed
to increase CLA content in animal products and to
improve their nutritional properties. For instance, it has
been reported that fresh forage and oil-rich feeds in-
crease CLA concentration (Khanal et al., 2005; De-
whurst et al., 2006). Soybean is widely used in total
mixed ration (TMR) in different proportions, and it has
been observed that seed treatment (roasting or extru-
sion) results in a higher increase on CLA content than
that observed with intact seed (Chouinard ez al., 2001).
However, contradictory results has been found on the
effects of soybean supplementation and CLA content
in milk on feeding systems based on fresh forage. Some
studies (Bartolozzo et al., 2003; Khanal et al., 2005)
did not found effects on milk CLA concentration in
dairy cows, while others (Lawless et al., 1998; Paradis
et al., 2008) observed an increase in the CLA using
dairy and beef cattle.

On the other hand, the effects of other factors such
as breed, lactation and parity on CLA content in milk
fat have received less attention. Kelsey ez al. (2003)
reported that breed (Holstein vs. Brown Swiss), parity,
and days in milk accounted for < 0.1, < 0.3, and < 2.0%
of the total variation in CLA concentration in milk fat,
respectively. The incorporation of Jersey cattle in dairy
farms has been increased in the last decade in Chile
due to their high level of total milk solids produced

(INE, 2007). Although, it has been documented that
concentration of CLA in milk from Jersey cows is 18%
lower than that observed in Holstein cows (White ef al.,
2001), apparently few studies have been conducted
regarding CLA content in Jersey cows.

Whilst functional foods have been considered a
promising area for human health (Starling, 2002), it
has frequently been observed that consumers expect
added-value products without substantial extra cost,
suggesting that the development of low-cost approach-
es will be important (Dewhurst ef al., 2006). Consider-
ing that soybean is an imported feedstuff in the major-
ity of the countries and given the current prices in the
market, the objective of this study was to evaluate the
effect of a dietary supplement with different quantities
of extruded whole soybean (0.5 and 1.0 kg d™') on milk
yield, CLA isomers content and metabolic profile in
Jersey cows maintained in pasture-based systems.

Materials and methods
Animals and diets

The experiment was carried out in a farm with a Jersey
herd based on grazing plus the use of concentrate, lo-
cated in the Entre Lagos sector (district of Osorno, Chile),
approximately 72° 36” 24” W 40° 41° 26” S, 250 m
above sea level. The farm lies in the pre-mountain
range of the Chilean Andes, Region X, which is char-
acterized by an average rainfall of 2250 mm per year,
with an average daily temperature of 21.8°C in January
and 3°C in August.

The experiment was developed in compliance with
the principles and specific guidelines on animal care and
welfare as required by Chilean law (SAG, 2010). The
duration of the experiment was 75 d, between 15th No-
vember 2005 and 25th January 2006 (spring period). The
first 15 d were for adaptation to the experimental diets
and the experimental period was from day 15 to day 75.
Twenty-one healthy cows between 2 and 7 calvings, with
a range from 60 to120 days in milk (92 £ 5 DIM) and a
body condition score of 2.75 = 0.7 were used in the study.
An average of 18.4 +3.73 kg d™' of milk production was
recorded. Cows were selected for the study based on
previous milk production in order to make three ho-

* Abbreviations used: ADF (acid detergent fibre); CLA (conjugated linoleic acid); DIM (days in milk); FCM (fat corrected milk
production); GLM (general linear model); IVDMD (in vitro dry matter digestibility); ME (metabolizable energy); NDF (neutral

detergent fibre); SB (soybean); TMR (total mixed ration).
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mogenous groups and they were randomly assigned
(n=7/per group) to receive a dietary concentrate or
treatment with different quantities of extruded whole
soybean: T1= control diet without supplementation
(0-SB), T2 =0.5 kg d"' (0.5-SB) and T3 =1 kg d'!
(1-SB). Each animal was fed with 5 kg d' of isoener-
getic dietary concentrate (Table 1), distributed in two
visits to the milking parlour, at 06:00 h in the morning
and in the afternoon at 16:00 h. Visual observation of
feed intake indicated that cows consumed all concen-
trate offered. The animals grazed in two paddocks of
18 hectares each, and managed with rotational strip-
grazing and electric fencing. The pasture was an im-
proved natural pasture with grasses being the pre-
dominant species (70% Lolium perenne, 25% Trifolium
repens, 3% Bromus sp). The animals were transferred
from one strip to the next every 24 h. The diets were

formulated according to the animal requirements es-
tablished by NRC (2001).

Chemical composition and nutritional value
of feedstuff

Samples of the pasture and concentrates were taken
every 10 days to determine their chemical and nutri-
tional composition (Tables 1 and 2). Representative
samples of pasture forage were collected from the pad-
dock before grazing at a height of 8 cm above the
ground, using a 1-m? quadrant. Dry matter contents of
the pasture were determined by forced air oven at 60°C
for 48 h. Samples of pasture and concentrates were
ground to pass a 1-mm screen in a Willey mill before
analysis. Dry matter (method 934.01), ash (method

Table 1. Ingredients and chemical composition of the supplemented dietary concentrates'

0-SB 0.5-SB 1-SB
Ingredients (kg d™)
Extruded whole soybean — 0.50 1.00
Triticale grain 0.95 0.30 0.30
Wheat meal 1.15 2.50 2.90
Maize grain 2.50 1.50 0.70
Rapeseed meal 0.35 0.15 -
Tricalcium phosphate - 0.05 0.05
Sodium bicarbonate 0.05 - 0.05
Chemical composition (%, DM basis)
Crude protein 16.7 19.0 21.0
Crude fibre 13.6 8.5 9.0
Neutral detergent fibre 32.1 313 323
Ether extract 2.6 34 4.5
Metabolizable energy (Mcal kg™) 3.01 3.03 3.04

! Control without extruded whole soybean (0-SB), with extruded whole soybean at 0.5 kg d!
(0.5-SB), and with extruded whole soybean at 1 kg d' (1-SB).

Table 2. Nutritional composition of the pasture during the experiment

Sample days
1 15 30 45 60 75
Dry matter (DM, %) 17.6 14.3 18.8 19.7 22.6 30.6
Ash (% DM) 10.6 11.6 11.9 12.9 10.1 11.2
Crude protein (% DM) 24.8 21.1 18.0 19.8 15.0 11.4
Crude fibre (% DM) 17.7 24.5 22.0 24.6 27.7 26.4
Neutral detergent fibre (% DM) 43.7 56.4 50.2 51.3 62.0 59.3
Acid detergent fibre (% DM) 22.5 30.7 30.0 30.5 33.8 352
IVDMD! (%) 84.2 73.2 70.8 73.2 61.9 60.3
ME? (Mcal kg™) 2.75 241 2.33 2.36 2.06 2.07

"' IVDMD: in vitro DM digestibility. 2 ME: metabolizable energy.
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942.05), ether extract (method 920.39), N (method
984.13) and crude fiber (method 978.10) were deter-
mined according to AOAC (2005) methods. The N
values determined by the Kjeldahl procedure, and con-
verted to crude protein by multiplying by a factor of
6.25. The analyses of neutral detergent fibre (NDF) and
acid detergent fibre (ADF) were carried out according
to Van Soest ef al. (1991), and both NDF and ADF were
expressed exclusive of residual ash. All fiber fractions
were analyzed on a Fibertec 1030 Hot Extractor (Teca-
tor, Sweden). The fat content was measured by extrac-
tion with petroleum ether (boiling point, 40 to 60°C)
on a Soxtec System 1040 Extraction Unit (FOSS Teca-
tor AB, Sweden).

The metabolizable energy (ME) of the supplement-
ed dietary concentrates was estimated according to
NRC (2001). The in vitro dry matter digestibility
(IVDMD) of the pasture was determined according to
the procedure described by Tilley & Terry (1963)
modified by Van Soest (1991) and the ME was esti-
mated according to the equation (Garrido, 1981):

ME =0.279 + 0.0325 x IVDMD.

Milk yield and quality

Cow milk production was determined using a
Waikato® measuring equipment, on days 1, 15, 30, 45,
60 and 75. At each control, a milk sample of 30 ml was
taken (to which was added 0.03 g of potassium dichro-
mate at 0.1% as a preservative), and the contents of fat,
protein and urea were determined automatically using
an infrared spectrophotometer (Foss 4200 Milko-scan;
Foss Electric, Denmark).

CLA content and composition

At each milk control, milk samples of 100 mL were
taken and sent to the laboratory in thermally insulated
containers at 4°C for analysis of CLA isomers (cis-9,
trans-11; trans-10, cis-12; cis-10. cis-12). Total lipids
were extracted by the method of Folch et al. (1957),
using a mixture of chloroform and methanol (2:1, v:v).
The methylation of the fatty acids of the samples was
done using the method described by Morrison & Smith
(1964).

Fatty acid methyl esters were analyzed by gas chro-
matography (HP 6890, Hewlett Packard, Surrey, UK),
Flame Ionization Detector (FID), a capillary column

SP-2560 (100 m, 0.25 mm i.d. with 0.20 pm thickness
in the stationary phase; Supelco Inc., Bellefonte, Penn-
sylvania, USA) using He as the tracer gas. Gas chroma-
tography conditions were as follow: the injection volume
was 0.5 uL, a split injection was used (70:1, v:v); ul-
trapure hydrogen was the carrier gas; and the injector
and detector temperatures were 250 and 300°C, respec-
tively. The initial temperature was 70°C (held for 1 min),
increased by 5°C per min to 100°C (held for 3 min), in-
creased by 10°C per min to 175°C (held for 40 min),
and then increased by 5°C per min to 220°C (held for
19 min) for a total run time of 86.5 min. Data were then
quantified using the HPCHEM Stations software, and
expressed as a percentage of area according to the total
fatty acids identified.

Metabolic profile

At the beginning and at the end of the experiment
blood samples were taken (5 mL animal™) by coccygeal
venipuncture flow and placed in tubes with sodium
heparin. The samples were then centrifuged for 3 min
at 3000 rpm and the plasma was aliquoted and frozen
(—=18°C) in microtubes of 1.5 mL. For each sample, the
following plasma traits were determined: cholesterol
(cholesterol-oxidase method, Cholesterol Liquicolor
10028 Human), albumin (Albumin Liquicolor Method
BCG-Bromo Cresol), total protein (Total Protein
Liquicolor-Biuret Method), calcium (Arsenazo 111 AA),
Mg (Mg-color AA), phosphorus (Fosfataria UV AA),
aspartate aminotransferase (IFCC Mod. LiquiUV test)
and urea (ureasa/NADH method, UREA LiquiUV
10521 Human). All plasma traits were determined
automatically by biochemical analyser (SelectraVita-
lab, Merk, Darmstdt, Germany).

Statistical analysis

Data of milk production, milk’s constituents and
metabolic profile were analysed as repeated measures,
using the general linear model (GLM) of the SPSS for
Windows 18.0 package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
The linear model used for each parameter was as fol-
lows:

Yix =+ Ti+ Ay + Wi+ (T X W)y + g5

where Y = observations for dependent variables; u =
overall mean; T, = fixed effect of treatment group or



CLA content in milk of Jersey cows supplemented with extruded whole soybean on pasture 413

dietary concentrate; A; = random effect of animal j for
the 1 treatment; W, = fixed effect of the k week of
lactation; T x W = interactions among these factors for
the i treatment and k week of lactation, and €, = ran-
dom effect of residual. Pairwise comparisons of means
were carried out, where appropriate, using Tukey’s
honest significant difference tests. The level of sig-
nificance for the analyses was 5%. The Pearson cor-
relation coefficient between the milk fat concentration
and the content of frans-10, cis-12 isomer was also
determined.

Results
Milk yield and quality

In the initial day no differences in milk production
(» = 0.390) and quality were observed among the three
experimental groups (data not shown). In the experi-
mental period (from day 15to day 75) milk production
(p = 0.706) and fat corrected milk production (FCM,
kg d™") (p = 0.241) were similar among groups (Table 3).
The amounts of milk fat (kg d") (p = 0.010), as well
as protein (p = 0.045) and milk fat (p = 0.015) concen-
trations were lower in the 1-SB treatment, while the
quantities of protein (p = 0.926) and urea (p = 145)
were similar among all treatments.

The patterns of milk production and basic composition
throughout lactation were affected by the lactation day

for all the components (Table 3). Milk yield signifi-
cantly decreased as a function of the week and for the
chemical composition, the highest values for these com-
ponents were found in the last weeks (data not shown).

CLA content and composition

In the initial day no differences in total CLA
(p = 0.791) and of each of its isomers were observed
among the three experimental groups (data not
shown). In the experimental period, there was no ef-
fect of the inclusion of extruded soybean on total CLA
content (p = 0.290) or the content of cis-9, trans-11
(p = 0.582), trans-10, cis-12 (p = 0.136) and cis-10,
cis-12 (p = 0.288) isomers (Table 3). Although the
highest values were found for the cis-9, trans-11 iso-
mer (53-59% of total CLA), the trans-10, cis-12 and
cis-10, cis-12 isomers presented higher values
(17-23% and 20-25% of total CLA, respectively) than
normally reported in the literature.

The pattern of fatty acid composition throughout
lactation was affected by the lactation day for all com-
ponents (Table 3; Fig. 1). For the content of total CLA
and of each of its isomers, a similar trend is observed
in all the treatments. The lowest CLA values were
obtained in the lasted weeks, when the herbage pre-
sented the poorest nutritional quality (see Table 2). The
cis-10, cis-12 isomer was the only one that diminished
from day 1 to day 45, and increased after day 60.

Table 3. Production and chemical composition (mean values) of the milk of Jersey cows supplemented with dietary concentrates

during the experimental period

Treatments' (dietary concentrates

Effects® (p =)

supplemented) SEM?

0-SB 0.5-SB 1-SB T w T xW
Milk yield (kg d™) 18.7 18.3 19.7 0.33 0.706 0.000 0.447
4% FCM* (kg d™) 21.5 20.8 20.2 0.33 0.241 0.000 0.476
Fat (%) 5.08a 491 a 4.17b 0.073 0.015 0.005 0.375
Fat (kg d™") 093 a 0.90 a 0.82b 0.015 0.010 0.004 0.126
Protein (%) 375a 3.70 a 3.50b 0.026 0.045 0.000 0.217
Protein (kg d™) 0.70 0.68 0.69 0.011 0.926 0.000 0.328
Urea (mg/100 mL) 0.047 0.044 0.052 0.0013 0.145 0.000 0.540
CLA’ (g/100 g fatty acids)
Total CLA 1.21 1.28 1.44 0.040 0.290 0.007 0.391
CLA cis-9, trans-11 0.70 0.73 0.75 0.023 0.582 0.022 0.393
CLA trans-10, cis-12 0.21 0.29 0.29 0.023 0.136 0.000 0.909
CLA cis-10, cis-12 0.30 0.27 0.39 0.038 0.288 0.000 0.202

' See Table 1. **: mean values within a row with different superscripts are different (p < 0.05). > SEM: standard error of mean.
> T: Treatment; W: Week; T x W: Treatment x Week interaction. *FCM: fat corrected milk production. > CLA: conjugated linoleic acid.
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Figure 1. Temporal patterns of the content of conjugated linoleic acid (CLA) isomers (g/100g total fatty acids) in the milk of
Jersey cows supplemented with different dietary concentrates: a) total CLA; b) CLA cis-9, trans-11; c) CLA trans-10, cis-12;
d) CLA cis-10, cis-12. Control without extruded whole soybean (—), with extruded whole soybean at 0.5 kg d' (—), and with
extruded whole soybean at 1 kg d™' (—&=). Initial measurements (d 1) were made when animals were fed with the pasture on the
multi-species paddock. The mean values for each date were compared, and those with the same letter do not differ (p > 0.05).

Metabolic profile

Throughout the trial the cows were in good health
and did not show any relevant pathology. All the me-

tabolites evaluated, except blood urea at the end of the
trial, were found to be within the normal range, with
no significant differences observed between treatments
(Table 4).

Table 4. Plasma metabolic profile of Jersey dairy cows supplemented with dietary concentrates' at the beginning and at the end

of the experiment

0-SB 0.5-SB 1-SB Effects (p=)
Metabolites SEM?

Beginning  End Beginning  End Beginning  End Beginning  End
Cholesterol (mmol L) 4.14 5.00 4.86 5.71 4.86 5.14 0.177 0.509 0.161
Albumin (g L") 335 37.4 33.8 393 323 36.1 0.76 0.991 0.065
Total protein (g L) 62.6 68.2 65.0 72.1 65.7 68.8 1.43 0.874 0.349
Calcium (mmol L) 2.20 2.87 2.20 3.05 2.25 2.90 0.075 0.724 0.094
Mg (mmol L) 0.80 0.90 0.83 0.97 0.82 0.87 0.020 0.889 0.270
Phosphorus (mmol L) 1.54 2.02 1.53 2.16 1.68 2.90 0.053 0.309 0.408
AST* (UL 84.0 94.4 101.1 106.7 98.9 101.1 12.01 0.580 0.295
Urea (mmol L™) 7.00 10.93 591 9.77 6.60 10.63  1.348 0.322 0.420

!'See Table 1.2 SEM: standard error of mean. > AST: aspartate aminotransferase.
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Discussion
Milk yield and quality

Although crude protein of supplemented concentrate
ranged between 17 and 21%, in all groups the pasture
contributed an adequate level of protein and energy in
accordance with NRC (2001) recommendations based
on milk production and milk urea content (see Table 3).

The reduction in the percentage and amount of fat
(kg d") in the group fed with a higher quantity of soy-
bean (1 kg d') may result from the extrusion process,
which breaks up the micelles of fat in the seed, allow-
ing a rapid release of the lipids in the rumen and reduc-
ing milk fat content (Mohamed et al., 1988; DePeters
& Cant, 1992). Low milk fat syndrome has been rec-
ognized for many years, but the exact mechanism is
still unclear. Data from several studies revived the
theory of trans fatty acids, coming from ruminal bio-
hydrogenations and from desaturation by the mam-
mary gland, as the central mechanism of milk fat de-
pression (Griinari & Bauman, 2003; Loor ef al., 2005).
In particular, the increase of C18:1 trans-10 and CLA
trans-10, cis-12 isomers in the mammary gland has
been associated with a reduction in the de novo syn-
thesis of short and medium chain fatty acids (Banks
et al., 1980; Grummer, 1991; Baumgard et al., 2000).
The CLA trans-10, cis-12 isomer was found in the
highest quantity (though such difference was not sig-
nificant) in the 1-SB treatment. Also, in the present
study there were an inverse linear relation (R*= 0.11,
p = 0.04) between milk fat concentration and the con-
tent of this isomer.

The milk protein content was lower in the 1-SB diet
when compared with 0-SB and 0.5-SB diets. Although
the dietary fat and protein were highest in the 1-SB
group, Theurer et al. (1995) suggested that increasing
the amount of dietary protein within a constant dietary
energy level has little effect on milk protein synthesis
and whenever dietary protein level increases milk pro-
tein yield, the effect seems to be associated with an
increase in milk yield. However, in this study no dif-
ferences between groups were found both in milk
protein yield and in milk yield. The decrease in milk
protein content might have been due to an increased
availability of fat in the rumen in the 1-SB diet (Choui-
nard et al., 1997). The reduction in the percentage of
protein observed in most of studies in animals fed with
diets with a high fat content appears to be associated
with negative effects on the growth of ruminal micro-

organisms and the production of microbial protein
(Solomon et al., 2000). In addition, when cows are fed
fat, the energetic efficiency of milk synthesis is in-
creased. Cows fed high fat diets required less liters of
blood flowing to the mammary gland per kg of milk
produced (Cant et al., 1993). Because mammary uptake
of amino acids is dependent upon amino acid concentra-
tion in the blood and blood flow to the mammary gland,
these data suggest that the decrease in blood flow per
volume of milk produced would limit the uptake of
amino acids for milk protein synthesis. However, there
are studies that did not found any effect (Guillaume
et al., 1991) or even others that found an increase of
protein concentration in milk (Block et al., 1981).

The differences in feeding (mainly due to ingestion
and nutritional composition of the herbage) and lacta-
tional effects can explain the changes on milk produc-
tion and components across the weeks of the study.
However, since total forage ingestion was not moni-
tored in this study this will have to be tested in future
studies.

CLA content and composition

As in our study, Khanal et al. (2005) did not found
effects of a mixed supplement containing 2.4 kg d™' of
extruded soybean on CLA concentration in the milk
of Holstein cows on pasture (1.63 and 1.69% of total
FA for groups fed on pasture alone and pasture + sup-
plement mixed with extruded soybean, respectively;
these values include the cis-9, trans-11 isomer). The
values obtained by these authors are somewhat higher
than those found herein for the three CLA isomers
together. Bartolozzo et al. (2003), in Friesian cows fed on
pasture and fed a mixed supplement containing 2.6 kg of
raw soybean, also obtained a high quantity of CLA
(0.96%) as compared to TMR diets with raw or ex-
truded soybean (0.52%), which is in agreement with
the results of White et al. (2001). All these results in-
dicate a greater influence of the pasture than that of the
source or level of soybean incorporated into the diet
on the CLA milk content. The different CLA values
found in the literature may be related to differences in
the nutritional composition of the pasture derived from
the different botanical and agronomic characteristics of
the herbage used in the various studies (Dewhurst et al.,
2006) and, to a lesser degree, to the influence of other
factors such as the breed (White ez al., 2001; Kelsey et al.,
2003). In this respect, White ez al. (2001) observed 18%
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less CLA in milk from Jersey cows compared with milk
from Holsteins. On the contrary, other authors observed
an increase in the CLA milk content as compared to the
control groups, with values up to 2.2% for all the CLA
isomers in dairy cows on pasture supplemented with 3.1
kg d ! roasted soybean (Lawless et al., 1998), and 2.4%
for only the cis-9, trans-11 isomer in beef cattle on pas-
ture supplemented with 2 kg d! extruded soybean
(Paradis et al., 2008). However, the exact influence of
breed related to dietary supply, and possible interactions
need to be determined in further studies.

Rumenic acid is typically the most abundant CLA
isomer, with values greater than 80% of total CLA
(Palmquist et al., 2005). The cis-10, cis-12 isomer,
on the other hand, was found in very low quantities
and has no known physiological function (Khanal &
Olson, 2004). In the present study, the trans-10, cis-12
and cis-10, cis-12 isomers presented higher values
than normally reported in the literature. The regulation
of isomer balance is largely unknown. Nevertheless
the cis-9, trans-11 isomer is mainly generated from
vaccenic acid in the mammary gland (Mosley et al.,
2006), while the trans-10, cis-12 is a minor interme-
diate of rumen biohydrogenation (Walker ef al., 2004)
and is relatively unaffected by changes in the diet
except at very high levels of concentrate feeding
(Chilliard et al., 2007). Therefore future studies are
necessary to determine its biological function and
metabolic production routes.

In the temporal pattern (Fig. 1) for the content of total
CLA and of each of its isomers, a similar trend is ob-
served in all the treatments, which would indicate that
the influence of the herbage on the CLA content of the
milk is greater than that of the different dietary concen-
trates supplemented. This may be related to differences
in the nutritional composition of the herbage, which has
also been shown to affect the fatty acid composition of
milk (Dewhurst et al., 2006). In this respect, lower CLA
contents in milk have been observed with more mature
pasture, and this effect has been attributed to the declin-
ing quality and quantity of the herbage (Lock & Garns-
worthy, 2003; Ward et al., 2003). This is in agreement
with the present work, in which the lowest CLA values
were obtained in late December and January, when the
herbage presented the poorest nutritional quality (see
Table 2). The cis-10, cis-12 isomer was the only one that
diminished from day 1 to day 45, and increased after
day 60. At present, it is difficult to explain both the
higher quantity and the evolution of this isomer, as ob-
served in the present study.

Metabolic profile

All the metabolites evaluated, except blood urea at
the end of the trial, were found to be within the normal
range, in agreement with the values for healthy lactat-
ing dairy cows (Bertoni & Piccioli, 1999). Previous
studies (Pulido, 2009) have shown an increase in blood
urea when diets present high levels of degradable pro-
tein, which is the case with animals fed to pasture on
grass (L. perenne). Under this conditions, highly solu-
ble protein is associated with low levels of NDF and
high leaf/stalk proportions at the beginning of spring
(Van Vuuren et al., 1991), resulting in incomplete use
of the nitrogen in the rumen and high levels of blood
urea during the spring and early summer (Wittwer
et al., 1993). These levels may exceed the normal
range, especially at the beginning of spring, and this is
considered normal in Chile (Wittwer et al., 1993).

Conclusions

The dietary concentrate with different quantities of
extruded soybean (0.5 and 1.0 kg d™") fed to Jersey
cows, on pasture-based systems, did not influence milk
production or total CLA content or its cis-9, trans-11,
trans-10, cis-12 and cis-10, cis-12 isomers. However,
CLA contents were affected by the nutritional quality
of the pasture, with lower values observed at greater
maturity stages of pasture. In the present study, high
quantities of the trans-10, cis-12 and cis-10, cis-12
isomers were obtained in comparison to those nor-
mally found. The cis-10, cis-12 isomer does not appear
in the scientific literature, therefore future studies are
necessary to determine its biological function and
metabolic production routes. The failure of the dietary
concentrate with different quantities of extruded whole
soybean supplemented in Jersey cows on pasture to
increase the concentration of CLA cis-9, trans-11 in
milk fat requires further investigation.
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production systems differentiated mainly by the type of animal feeding: grazing based systems
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and dairy product samples were determined. Higher levels of CLA in raw milk were obtained from
sectors with livestock systems based on grazing compared to sectors with TMR systems, with average
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processing has significantly affected the transfer of fresh milk CLA to products. Sweetened condensed
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showed values similar or above to those of fresh milk. In conclusion, although the consumption of dairy
products in Chile is lower than in other countries consumers of these products, the high amount of CLA
found in the Chilean dairy products studied provide adequate levels for human health. In Addition,
more research is needed to elucidate the exact effect of processing and storage conditions of milk and
dairy products on the CLA content.
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The objective of the present study was to assess the contents of total and individual
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(TMR) systems (Los Angeles). Also, supermarkets samples were taken of condensed milk,
powder milk, butters and Gouda cheese. Furthermore, in 2006 raw milk and processed
products (powdered milk and sweetened condensed milk) were taken. The CLA isomers
(cis-9, trans-11; trans-10, cis-12; cis-10. cis-12) contents in milk and dairy product samples
were determined. Higher levels of CLA in raw milk were obtained from sectors with
livestock systems based on grazing compared to sectors with TMR systems, with average
values between 1.72 g/100 g total fatty acids in spring milk of Osorno and 0.42 g in
summer milk of Los Angeles. Dairy products have presented significantly higher content of
total CLA than raw milk. The processing has significantly affected the transfer of fresh
milk CLA to products. Sweetened condensed milk presented lower values of CLA than
starting milk and powder milk. In contrast, powder milk showed values similar or above to
those of fresh milk. In conclusion, although the consumption of dairy products in Chile is
lower than in other countries consumers of these products, the high amount of CLA found
in the Chilean dairy products studied provide adequate levels for human health. In
Addition, more research is needed to elucidate the exact effect of processing and storage

conditions of milk and dairy products on the CLA content.

Additional key words: CLA, cow, milk quality.

1. Introduction

Conjugated linoleic acid (CLA) represents between 20 and 28 isomers of linoleic
acid C18:2 (Lock and Garnsworthy, 2003) that has been indicated as one of the most
beneficial fatty acids for human health (Pariza and Park, 2001). Of all possible isomers,

only cis-9, trans-11 and trans-10, cis-12 have shown an interesting biological activity
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(Wahle et al., 2004). The cis-9, trans-11 isomer, also known as rumenic acid, has been
documented to have an anticarcinogenic (Visonneau et al., 1997; Aro et al., 2000) and
antioxidant effect (Devery et al., 2001), whereas the trans-10, cis-12 isomer is responsible
for the observed weight loss and muscle-mass enhancement effects (Gaullier et al., 2004;
Malpuech- Brugere et al., 2004).

Although a range of strategies has been used to estimate total CLA intake, the
rigorous assessment of CLA consumption requires documentation of its content and
composition in the food supply (Ma ef al, 1999). The CLA is found in various foods such
as dairy, meat, vegetables and seafood, nevertheless, ruminant products as milk and meat
constitute the principal source of CLA for humans (Chin et al., 1992). In regard to this and
expressed in g of total fat CLA/100 g, have been reported in amounts of 0.11 g in rabbit
meat, 1.20 g in lamb meat, 0.09 g in carp and between 0.40 and 1.7 g in various cheese
(Fritsche and Steinhart, 1998). In contrast, vegetable oils and margarines have been
observed in less than 0.01 g/100 g of total fat content (Fritsche and Steinhart, 1998).

Diet has a major influence on milk fat CLA and it has been extensively investigated
(Bauman et al., 2000). Several nutritional studies have been addressed to increase CLA
content in animal products and to improve their nutritional properties. For instance, it has
been reported that fresh forage and oil-rich feeds increase CLA concentration (Khanal et
al., 2005; Dewhurst et al., 2006). In regard to this, feeding of cows on grazing natural and
improved pastures provides high content of CLA, both in fresh milk and in processed milk
(Zlatanos et al, 2002, Avilez et al., 2012). In Chile has been studied the content of fatty
acids in bovine raw milk receptioned in plant and its relationship to annual seasonality and
geographic sector, obtaining values of 1.75 and 1.41 CLA g/100 g of total fat in regions

VIII and IX, respectively (Pinto et al., 2002). However, in that study only analyzed the cis-
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9, trans-11 and also, the CLA and CLA isomer distribution have not been examined in
commercially available dairy products in Chile.

Milk and milk products usually undergo different changes during their preparation
or processing, which may include moderate or severe heat treatments that can lead to
undesirable changes in lipids or proteins (Herzallah et al., 2005). Semma (2002) states that
milk lipids can undergo chemical and physical changes during processing and storage, such
as auto-oxidation and formation of trans fatty acids. Nevertheless, the results of the effect
of processing conditions, storage, and packaging on the CLA content of various types of
dairy products are unclear. With regard to cheeses, reports and reviews present results for
individual varieties, often in the belief that CLA levels may vary due to different processing
conditions. Herzallah ef al. (2005) reported CLA decreases of 21 and 53 % in cheeses
heated in a microwave oven for 5 and 10 min, respectively. Nevertheless, these effects are
likely to be small, and variations in CLA levels are similar to the levels in the starting milk
(Gnadig, S. and Sébédio, 2002; Luna et al., 2005). However, other studies detected new
CLA isomers in ripened cheeses (Werner et al., 1992; Lavilloniere ef al., 1998; Sehat et al.,
1998) and it was hypothesized that biohydrogenation of linolenic acid in cheese could lead
to the formation of CLA isomers as intermediates. In another study (Rodriguez-Alcala and
Fontecha, 2007), the predominant isomers (CLA cis-9, trans-11, CLA cis-10, trans-12)
were not significantly affected by processing but a decrease in total CLA in fresh cheese
samples was detected after 10 wk of refrigerated storage. Also, refrigerated storage and
thermal treatment resulted in significant decreases or disappearance of some of the minor
CLA isomers and a significant increase of trans, trans isomers from both cis, trans, trans,
cis, and cis, cis isomers especially in CLA-fortified milk powder but also in fermented

milk, yogurt, and milk-juice blend.
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Therefore, the goal of the present study was to assess the contents of total
and individual CLA isomers of cow dairy products in Chile, both in raw milk receptioned
in commercial dairy plant and derived products for human consumption (powdered milk,
sweetened condensed milk, cheese, butter). In regard to raw milk receptioned in plant, the
study is done in two regions with dairy cattle production systems important in Chile and
mainly differentiated by the type of animal feeding: grazing based systems (X Region of
Los Lagos) and housing and based more in total mixed ration (TMR) systems (VIII Region
of Bio-Bio). In Addition, the effect of processing fresh milk into dairy products (powdered

and sweetened condensed milk) on the CLA content was estimated.

2. Material and methods
2.1. Experimental samples

Raw milk receptioned in commercial dairy plant. Milk samples were taken from two
regions of Chile, with dairy cattle production systems mainly differentiated by the type of
animal feeding: grazing based systems (X Region of Los Lagos) and housing and based
more in TMR systems (VIII Region of Bio-Bio). In tanks receiving raw milk of NESTLE
plant-Chile from the dairy farms located in the Osorno sector (X Region of Los Lagos, 6
reception tanks) and in the Los Angeles sector (VIII Region of Bio-Bio, 5 reception tanks),
with a capacity of 120,000 L and a temperature of 8 ° C, three samples of 100 mL of milk
were taken every 15 days in summer (n = 18), autumn (n = 18) and spring (n = 18) in 2004,
according to the protocol of the International Dairy Federation (1995). These samples were
transported to the laboratory ANALACU of "Universidad Catdlica de Temuco" in isolated-

thermo boxes at 4 °C and stored at - 80 ° C until analysis.
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Dairy products. During the years 2003, 2004 and 2005, samples of sweetened
condensed milk (sample weight: 0.40 kg) produced by Nestlé-Chile located in Los Angeles
(two samples/month, n = 48) and powdered milk (sample weight: 4 kg) produced by
Nestlé-Chile located in Osorno (two samples/month, n = 48). In addition, supermarkets
samples were taken of butter (sample weight: 0.12 kg, n = 14) and Gouda cheese (sample
weight: 1 kg, n = 14) more consumed in Chile and made in the two major dairies industries
of southern Chile. All samples were transported in isolated-thermo boxes at 4 ° C to the
laboratory and stored at 4 ° C until analysis.

Transfer of CLA raw milk to dairy products. In tanks receiving raw milk of
NESTLE plant-Chile from the dairy farms located in Osorno and Los Angeles sectors, three
samples of milk were taken every 10 days for 10 months in 2006 (n = 90), according to the
protocol of the International Dairy Federation (1995). Parallel samples of processed
products of raw milk from previous tanks were taken: powdered milk (three samples per
month, n = 30) obtained by evaporation (55-70 °© C) and atomization (150-250 ° C) and
sweetened condensed milk obtained by evaporation at 100 °C (three samples per month, n
= 30). All samples were shipped in isolated-thermo boxes at 4 © C to the laboratory and

stored at 4 ° C until analysis.

2.2. CLA content and composition

The CLA isomers (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12; cis-10. cis-12) contents in milk
and dairy product samples were determined. Total lipids were extracted by the method of
Folch et al (1957), using a mixture of chloroform and methanol (2:1. v v™'). The fatty acid
(FA) profile was analyzed by gas chromatography after transesterification of FA to FA

methyl esters (Morrison and Smith, 1964) as previously described by Avilez ef al. (2012).
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2.3. Statistical analysis

Data of CLA contents was analysed using the general linear model (GLM) of the
SPSS for Windows 18.0 package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), including the fixed effect
of type of product (CLA contents in dairy products) or product type and month (effect of
processing raw milk into dairy products on the CLA content). Pairwise comparisons of
means Were Carried out, Where Appropriate, using Tukey's honest significant difference

tests.

3. Results and discussion
3.1. CLA content of commercial dairy products

Table 1 presents the CLA contents in raw milk of bulk tank of commercial dairy
plants and in dairy products. Raw milk has presented mean values of total CLA between
1.72 g/100 g total FA in spring milk of Osorno sector and 0.42 g in summer milk of Los
Angeles sector. The total CLA content of dairy products showed average values with
greater variability, ranging from 0.88 g/100 g of total FA in cheese up to 1.50 g in butter,
1.49 g in sweetened condensed milk and 1.97 g in powdered milk. Comparing the content
of total CLA and its isomers among all products tested, the dairy products presented
significantly higher contents (p <0.05) than raw milk, except for spring milk of Osorno
sector. Also, the amount of CLA in raw milk differ significantly (p <0.05) by season and
geographic region, with higher levels found in spring and Osorno sector, and no differences
between regions in autumn. Furthermore, differences were observed between the years
analyzed in sweetened condensed milk and powdered milk, with higher levels of CLA in

the year 2004 compared to 2003 and 2005.
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In Chile was studied the content of FA in bovine raw milk receptioned in plant and
its relationship to annual seasonality and geographic sector, obtaining values of 1.75 and
1.41 CLA g/100 g of total FA in regions VIII and IX, respectively (Pinto et al., 2002).
However, in that study only was analyzed the cis-9, trans-11 isomer. In another countries
have been indicated maximum values of CLA in raw milk of 1.16 g/100 g of total FA in
Germany (Fritsche and Steinhart, 1998), 0.04 in France (Laloux ef al., 2007) and 0.72 in
Portugal (Martins et al., 2007). These values are lower than those found in this study, both
in Los Angeles (0.89 g/100 g of total FA) as Osorno sectors (1.48 g/100 g of total FA). The
values found in these countries are also lower than those obtained in Chile in the previous
study of Pinto et al. (2002), according to the season (1.75 in spring-summer; 1.59 g in
autumn-winter). However, CLA values of previous studies refer to only cis-9, trans-11
isomer in Germany study, total CLA in French study and 17 isomers, with a greater
proportion of cis-9, trans-11, in the study of Portugal.

The values of CLA contents found in this study according to region could be related
to dairy cattle production systems characteristic to each region and especially with the type
of animal feeding. In the case of the Los Lagos region where it is located Osorno, feeding
management is based on grazing (Balocchi et al., 2001), while the livestockl productive
systems of the Bio-Bio region where it is located Los Angeles, are mainly housed and
based in TMR. This could explain because the grazing animals on grass pasture have higher
CLA concentrations in their milk (Butler ez al., 2008; Rego et al., 2008), compared to non
or low grazing animals. Also, the seasonal differences in CLA contents may be related to
differences in feeding (mainly due to ingestion and nutritional composition of the herbage)
(Dewhurst et al., 2006). Lower CLA contents in milk have been observed with more

mature pasture, and this effect has been attributed to the declining quality and quantity of
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the herbage (Lock and Garnsworthy, 2003; Ward et al., 2003; Avilez et al., 2012). In this
respect, the CLA content of milk increased in spring when cows were fed high quality
pasture (1.2 g/100 g of total FA) compared to summer (0.9 g) and autumn (1.0 g) (Thomson
et al., 2003). In the studies of the previous countries neither sites of sampling nor the type
of animal production systems used are mentioned. In Chile, the amount of CLA found in
Osorno sector is very important, because most of the raw milk receptioned in plant comes
from this region, with a volume greater than 71 % of total national milk production
(ODEPA, 2010), indicating that the raw and processed milk has higher levels of CLA than
that reported in the literature.

In dairy products are reported CLA values of 0.40 g/100 g of total FA in mature
cheese and from 0.29 to 0.71 g in fresh cheese in Germany (Fritsche and Steinhart, 1998),
0.39, 0.8 and 0.16 g in Beaufort, Blue and Camembert cheeses, respectively, in France
(Laloux et al., 2007) and 0.48 g in cheese without a specific type in Portugal (Martins et al.,
2007). Cheese such as Parmesan and Romano, with ripeness over 10 months, are among the
cheese with lower amount of CLA (less than 0.50 g/100 g of total FA) (Henning et al.,
2006). In the case of butter were obtained values of 0.48 (Mir ef al., 2003), 0.51 (Laloux et
al., 2007) and 0.49 g (Martins et al., 2007), respectively. In sweetened condensed milk is
known only the study of Chin ef al. (1992), who indicated values below of 0.7 g. In the
present study, the values obtained in these products (cheese, butter and condensed milk)
were higher than those found in previous works.

In this study also, dairy products presented significantly higher CLA contents than
raw milk. The differences in CLA contents in the various products may be due to many
factors, though the most important is the amount of CLA of raw material (Zlatanos et al.,

2002). Other factors influencing is the processing of milk, as a result of isomerization
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reactions during the preparation of food (Lin ef al., 1995). However, to date there are few
studies on this topic, therefore future research is necessary to establish a better cause-effect
relationship.

In Table 1 also shows the content of CLA isomers. The cis-9, trans-11 presented a
range between a minimum of 0.26 g/100 g of total FA in summer raw milk of Los Angeles
sector and a maximum of 1.26 g in butter of Osorno sector. This isomer represents 53 % of
total CLA, with higher values found in Osorno. In the case of sweetened condensed milk,
this isomer ranged from 0.44 to 0.74 g, depending on the year studied, while cheese and
butter had a range of 0.37-1.47 and 1.22-2.22 g, respectively.

The isomer trans-10, cis-12 had a range of 0.15 and 0.43 g/100 g of total FA in raw
milk receptioned in plant, and was not detected in samples of autumn and spring. In the
case of the products, were found levels of 0.05 to 0.57 g. The isomer cis-10, cis-12
presented high proportions in spring raw milk of Osorno sector and in condensed and
powder milk. In relation to total amount of CLA, this isomer reached about 50 % in
sweetened condensed milk and powdered milk, being the major isomer found in spring raw
milk of Osorno.

The cis-9, trans-11 isomer, one of the two isomers with biological action more
known, is found in greater proportion than the other isomers, reaching 75-90 % of the total
milk CLA (Ip et al., 1999), The contents of this isomer obtained in the present study in
different products, were higher than those observed in other studies. In the case of
sweetened condensed milk, the literature shows values of 0.63 (Gagliostro et al., 2002) and
0.70 g/100 g of total FA (Shantha et al., 1995). In cheese is reported a range between 0.32

and 0.89 g (Campbell et al., 2003), with an average of 0.35 g (Martins et al., 2007). For
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butter are observed values of 0.38 (Martins ef al., 2007), 0.94 (Gagliostro et al., 2002) and
1.32 g (Shantha et al., 1995).

The isomer trans-10, cis-12 would be present in amounts of only 3 to 5 % of the
total CLA in milk (Parodi, 1999) and less than 1 % in dairy products (Martins et al., 2007).
In the present study, the values obtained were higher than those reported in the literature,
which is remarkable given its important physiological role. Also, the contents of cis-10, cis-
12 isomer were higher than those reported in the literature. This isomer has been attributed
no beneficial effect and milk studies indicate smaller proportions of 0.01 %, in addition was
not detected in either butter or cheese (Martins et al., 2007). Therefore, and given the high
proportion observed in this study, it is important to determine their biological function.

In Germany, human consumption of CLA from dairy products is 0.24 g/day
(Fritsche et al., 1998), in France from 0.17 to 0.21 g/day (Laloux et al., 2007) and 0.40 to
0.72 g/day in Portugal (Martins et al., 2007), suggesting optimal means of 15-20 g/day
(Ritzenthaler et al., 2001) and rich consumption 65 g/day (Park et al., 2001). Nevertheless,
Ip et al. (1999) estimated that a 70 kg person consuming 3.0 g CLA/day provides maximum
health benefit. According to CLA contents found in the present study and considering that
milk consumption in Chile is 127 L/person (ODEPA, 2010), is estimated a CLA daily

intake between 0.03 and 0.24 g/day.

3.2. Evaluation of the CLA content of dairy products after processing

The amounts of total CLA and each of the isomers in raw milk receptioned in
commercial dairy plant and in processed products obtained from that of previous fresh milk
are shown in Table 2. A significant interaction between product type and sampling month

was observed (Table 3 and Figure 1). In general, the original fresh milk observed higher
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contents of CLA in autumn (March to May) and spring (October to December) months than
in winter (June to September). In contrast, powdered and sweetened condensed milk
products, presented higher values in the winter months, although with greater variability in
these products, especially in sweetened condensed milk. Furthermore, sweetened
condensed milk presented in the most studied months (specifically 6 of the 10 sampling
months) lower CLA contents than the starting fresh milk and milk powder. Instead, milk
powder showed similar values to those of fresh milk, and even in 4-5 months of the study
showed higher values, most of them coinciding with the months of lowest value (winter)
obtained in fresh milk.

Variation in the concentration of CLA in dairy products is essentially a function of
the concentration in the starting milk, nevertheless the results of the effect of processing
conditions, storage and packaging on the CLA content of various types of dairy products
are unclear. Coakley et al. (2007) reported that the cis-9, trans-11 and cis-10, trans-12
isomers were not significantly affected by the processing of milk to cheese made with
standard processes (pasteurization of milk and subsequent cooling at 30 © C, 6 months of
ripening of cheese at 8§ °C). However, Shantha et al. (1992) detected a decrease in total
CLA in cheese samples after 10 wk of refrigerated storage (4 ° C). Also, Herzallah et al.
(2005) reported CLA decreases of 21 and 53 % in cheeses heated to 94 + 1.0 °C in a
microwave oven for 5 and 10 min, respectively. These authors also observed a decrease of
the trans isomers of pasteurized cheese at 63 °C for 30 min or heated in a microwave at 96
°C for 5 min. The decrease in milk CLA s content after heating may be due to the action of
free radicals which are formed as a result of the oxidation of lipids (Leung and Liu, 2000).
Other studies detected new CLA isomers in ripened cheeses (Werner et al., 1992;

Lavilloniere ef al., 1998; Sehat et al., 1998) and it was hypothesized that biohydrogenation
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of linolenic acid in cheese could lead to the formation of CLA isomers as intermediates.
Moreover, refrigerated storage and thermal treatment resulted in significant decreases or
disappearance of some of the minor CLA isomers and a significant increase of trans, trans
isomers from both cis, trans, trans, cis, and cis, cis isomers especially in CLA-fortified
milk powder but also in fermented milk, yogurt, and milk-juice blend (Rodriguez-Alcala
and Fontecha, 2007). In the present study, the CLA content increased in powdered milk,
especially in those months in which the original raw milk had lower values, which could be
explained by the increase in trans isomers, though only three isomers were analyzed.
However, more research is needed to elucidate the exact effect of processing and storage

conditions of milk and dairy products on the CLA content.

4. Conclusions

Regarding to CLA content of commercial dairy products, higher values were found
in fresh milk obtained from sector with livestock production systems based on grazing
compared to sector with livestock systems based in total mixed ration and housing, with
values between 1.72 g/100 g total FA in spring milk of Osorno sector and 0.42 g in summer
milk of Los Angeles sector. Dairy products have presented significantly higher CLA
content than raw milk, with averages ranging from 0.88 g/100 g of total FA in cheese up to
1.50 g in butter, 1.49 g in sweetened condensed milk and 1.97 g in powdered milk. The cis-
9, trans-11 isomer represents 53 % of total CLA, and presented a range between a
minimum of 0.26 g/100 g of total FA in summer raw milk of Los Angeles sector and a
maximum of 1.26 g in butter of the Osorno sector. The amounts of the isomers trans-10,
cis-12 and cis-10, cis-12 were higher than those reported in the literature. Although the

consumption of dairy products in Chile is lower than in other countries consumers of these
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products, the high amount of CLA found in the Chilean dairy products studied provide
adequate levels for human health.

The processing has significantly affected the transfer of CLA from fresh milk to
dairy products (sweetened condensed milk and powdered milk). For both total CLA and
isomers, sweetened condensed milk presented in the most studied months lower CLA
contents than the original fresh milk and milk powder. Instead, powder milk showed values
similar or above to those of fresh milk. More research is needed to elucidate the exact effect

of processing and storage conditions of milk and dairy products on the CLA content.
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There are no known works to study the effects of canola (Brassica napus) supplementation and
conjugated linoleic acid (CLA) content in milk on feeding systems based on pastures. The objective of
this study was to evaluate the effect of a dietary supplement with canola seed on the production and
composition of milk, and CLA concentration in Chilean Black Friesian cows under pasture conditions.
Three experiments were done. Experiment 1: control group was fed 5 kg d”' of commercial concentrate
without canola (0-TC1) and treatment group that was fed 3.75 kg of commercial concentrate plus 1.16
kg of whole canola seed (1.16-TC1). Experiment 2: Control group was fed 8 kg d' commercial
concentrate without canola (0-TC2) and treatment group that was fed 6.2 kg of commercial concentrate
plus 1.2 kg of ground canola seed (1.2-TC2). Experiment 3: control group was fed 6 kg d”' commercial
concentrate without canola (0-TC3) and treatment group was fed 6 kg of commercial concentrate with
20% of whole canola seed (1.2 kg d, 1.2-TC3). The duration of each experiment was 60 days. No
differences in milk production and quality were observed among the experimental groups in every
experiment. The isomers frans-10, cis-12 and cis-10, cis-12 were higher than those normally found in
the scientific literature. There was no effect of the inclusion of canola seed on total CLA content or the
content of cis-9, trans-11, trans-10, cis-12 and cis-10, cis-12 isomers.

Additional key words: CLA, dairy cows, grazing, milk quality.

Resumen

Efecto de la suplementacion con semilla de canola (Brassica napus) en vacas Frison Negra
Chilena en pastoreo sobre el contenido de acido linoléico conjugado en la leche

No se conocen trabajos sobre el efecto de la suplementacién con canola (Brassica napus) en
sistemas de pastoreo sobre el contenido de acido linoléico conjugado (CLA) en leche. El objetivo de
este estudio ha sido evaluar en vacas de raza Frison Negra Chilena en pastoreo, el efecto de la

suplementacion con semilla de canola sobre la produccion de leche y el contenido en CLA. Se
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realizaron tres experimentos. Experimento 1: grupo control que fue suplementado con 5 kg d™' de
concentrado comercial sin canola (0-TC1) y grupo tratamiento con 3.75 kg de concentrado comercial
mas 1.16 kg canola en grano (1.16-TC1). Experimento 2: grupo control que fue suplementado con 8 kg
d"' de concentrado comercial sin canola (0-TC2) y grupo tratamiento con 6.2 kg de concentrado
comercial méas 1.2 kg de canola en grano molido (1.2-TC2). Experimento 3: grupo control que fue
suplementado con 6 kg d” de concentrado comercial sin canola (0-TC3) y grupo tratamiento con 6 kg
de concentrado comercial con un 20% de semilla de canola en grano entero (1.2 kg d', 1.2-TC3). La
duracion de cada experimento fue de 60 dias. La produccion de leche y su composicion quimica no se
afectd significativamente por los tratamientos. Los isémeros trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12
presentaron valores mas altos a los encontrados normalmente en la literatura cientifica. Las cantidades
de semilla de canola suplementadas en cada uno de los experimentos, no modificaron los contenidos de
CLA total y de los isomeros cis-9, trans-11, trans-10, cis-12 y cis-10, cis-12.

Palabras clave adicionales: calidad de leche, CLA, pasto, vacas de leche.

Abbreviations used: ADF (acid detergent fibre); CLA (conjugated linoleic acid); DIM (days in milk);
DM (dry matter); FA (fatty acid); FCM (fat corrected milk production); GLM (general linear model);
ME (metabolizable energy); NDF (neutral detergent fibre); TC (treatment canola); TMR (total mixed

ration)

Introduction

Conjugated linoleic acid (CLA) has been indicated as one of the most beneficial fatty acids for
human health (Pariza & Park, 2001) and, likewise, ruminant products as milk and meat constitutes the
principal source of CLA. Diet has a major influence on milk fat CLA and it has been extensively

investigated (Bauman et al., 2001). Several nutritional studies have been addressed to increase CLA
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content in animal products and to improve their nutritional properties. For instance, it has been reported
that fresh forage and oil-rich feeds increase CLA concentration (Khanal et al., 2005; Dewhurst et al.,
2006). Within the seeds of oilseeds, canola (Brassica napus) has been used in diets TMR (Total Mixed
Ration) in dairy cows (Bayourthe et al., 2000, Chouinard ef al., 2001, Ward et al., 2002; Chichlowski
et al., 2005), but there are no known works to study its effect with pastures.

In Chile, Chilean Black Friesian (Holstein X Overo Black) is the most important breed and
produces almost 80% received in milk plants (INE, 2007). Moreover, in the Araucania Region in recent
years has increased the acreage of canola Raps, making grain and oil industry waste (bran of canola) in
a low-cost food, which allows it to be incorporated into the concentrates of dairy cattle as a supplement
to grazing (INE, 2007). However, no known work to study the effect of canola seed for animals of this
breed and based on grazing. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of a dietary
supplement with canola seed as (i) whole grain plus commercial concentrate, ii) ground canola grain
plus commercial concentrate and iii) whole grain added to commercial concentrate, on milk yield, CLA

isomers content and metabolic profile in Chilean Black Friesian cows in pasture-based systems.

Materials and methods

Animals and diets

Three experiments were done in three representative sectors of the Southern of Chile, in
compliance with the principles and specific guidelines on animal care and welfare as required by
Chilean law (SAG, 2010). Each experiment was carried out in a farm with a Chilean Black Friesian
herd based on grazing plus the use of concentrate. The diets were formulated according to the animal
requirements established by NRC (2001). The duration of each experiment was 60 d, the first 15 d were

for adaptation to the experimental diets and the experimental period was from day 15 to day 60.
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Experiment 1. The experiment was carried out in a farm with 122 cows and located in the
Vilcun sector (IX Region of Chile, approximately 38° 39' 0" S latitude and 72° 14' 0" W longitude),
between November and December (spring period). The farm lies in the pre-mountain range of the
Chilean Andes, which is characterized by an average rainfall of 1400 mm per year, with an average
daily temperature of 23.6°C in January and 1.5°C in August. The altitude is 950 m above sea level.
Fourteen healthy cows between 2 and 7 calvings (3.6 £ 0.8), with a range from 20 to 60 days in milk
(45 £ 11 DIM) and a body condition score of 2.50 + 1.0 were used in the study. An average of 13.8 +
1.20 kg d' of milk production was recorded. Cows were selected for the study based on previous milk
production in order to make two homogenous groups and they were randomly assigned (n=7/per
group). Each group was given a diet per animal depending on the inclusion or not of whole canola seed
plus concentrate commercial as a supplement to the diet (Table 1): control group which was fed 5 kg d’
! of commercial concentrate without canola (0-TC1) and treatment group that was fed 3.75 kg of
commercial concentrate more 1.16 kg of canola seed (1.16-TC1). Ration supplements were made
isoenergetic and were distributed in two visits to the milking parlour, at 06:00 h in the morning and in
the afternoon at 14:30 h. Visual observation of feed intake indicated that cows consumed all
concentrate offered. The basic diet of all groups was a natural (composed of Trifolium, Dactylis
glomerata, Bromus, Lolium, Taraxacum officinale and Plantago lanceolata) and an improved
(composed of Lolium perenne and Trifolium repens) pastures. Also, each animal was provided 6 kg
DM d of silage (composed of L. perenne and Avena sativa) (Table 1). Grazing was the continuous
type in an area of 57 hectares with 8 paddocks (1 of 8 hectares, 5 of 6 hectares and 2 of 9.5 hectares),
with a change of plot as needed, leaving 5 cm residual plant height.

Experiment 2. The experiment was carried out in a farm with 230 cows and located in the San
Pablo sector, IX Region of Chile, approximately 40° 24' 0" S latitude and 73° 1' 0" W longitude),
between October and November. The farm lies in the central valley of Chile, which is characterized by

an average rainfall of 1380 mm per year, with an average daily temperature of 23.4°C in January and



126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

6

4.2°C in August. The altitude is 65 m above sea level. Twenty healthy cows between 2 and 5 calvings
(2.2 £ 0.8), with a range from 20 to 60 days in milk (44 + 11 DIM) and a body condition score of 2.75
+ 0.5 were used in the study. An average of 29.5 + 5.84 kg d”"' of milk production was recorded. Cows
were selected for the study based on previous milk production in order to make two homogenous
groups and they were randomly assigned (n=10/per group). Each group was given a diet per animal
depending on the inclusion or not of ground canola seed plus commercial concentrate as a supplement
to the diet (Table 2): control group which was fed 8 kg d”' of commercial concentrate without canola
(0-TC2) and treatment group that was fed 6.2 kg of commercial concentrate plus 1.2 kg of ground
canola grain (1.2-TC2). Ration supplements were made isoenergetic and were distributed in two visits
to the milking parlour, at 04:30 h in the morning and in the afternoon at 15:30 h. Visual observation of
feed intake indicated that cows consumed all concentrate offered. The basic diet of all groups was an
improved pasture composed of L. perenne and T. repens (Table 2). The animals grazed in 10 paddocks
of 0.5 hectares each, and managed with rotational strip-grazing and electric fencing. The animals were
transferred from one strip to the next every 12 or 24 h.

Experiment 3. The experiment was carried out in a farm with 342cows and located in the Vilctiin
sector (IX Region of Chile), between June and July (winter period). Twenty healthy cows between 2
and 6 calvings (3.3 £ 0.5), with a range from 20 to 60 days in milk (32 + 8§ DIM) and a body condition
score of 2.75 + 0.2 were used in the study. An average of 15.4 + 2.63 kg d' of milk production was
recorded. Cows were selected for the study based on previous milk production in order to make two
homogenous groups and they were randomly assigned (n=10/per group). Each group was given a diet
per animal depending on the inclusion or not of whole canola seed in the supplemented concentrate
(Table 3): control group which was fed 6 kg d”' of commercial concentrate without canola (0-TC3) and
treatment group that was fed 6 kg of commercial concentrate with 20% of whole canola seed (1.2 kg d°
! 1.2-TC3). Ration supplements were made isoenergetic and were distributed in two visits to the

milking parlour, at 05:30 h in the morning and in the afternoon at 15:30 h. Visual observation of feed



151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

7

intake indicated that cows consumed all concentrate offered. The basic diet of all groups was an
artificial pasture composed of 4. sativa, .L. perenne and T. repens (Table 3). Also, each animal was
provided 6 kg DM d™' of silage (composed of A. sativa, L. perenne and T. repens) and 1.5 kg DM d”' of
fodder cabbage (Brassica oleracea) (Table 3). The animals grazed in 20 paddocks of 1 hectare each,
and managed with rotational strip-grazing and electric fencing. The animals were transferred from one
strip to the next every 12 h.
Laboratory analyses

At the beginning of the each experiment samples of the pasture and concentrates were taken to
determine their chemical and nutritional composition (Tables 1, 2 and 3). Representative samples of
pasture forage were collected from the paddock before grazing at a height of 8 cm above the ground,
using a 1 m” quadrant. Dry matter contents of the pasture were determined by forced air oven at 60°C
for 48 h. Samples of pasture and concentrates were ground to pass a 1-mm screen in a Willey mill
before analysis. Dry matter (method 934.01), ash (method 942.05), ether extract (method 920.39), N
(method 984.13) and crude fiber (method 978.10) were determined according to AOAC (2005)
methods as previously described by Avilez et al. (2012). The analyses of neutral detergent fibre (NDF)
and acid detergent fibre (ADF) were carried out according to Van Soest et al. (1991), and both NDF
and ADF were expressed exclusive of residual ash. The metabolizable energy (ME) was estimated
according to NRC (2001).

Cow milk production was determined using a Waikato® measuring equipment, on days 1, 15,
30, 45 and 60. At each control, a milk sample of 30 mL was taken (to which was added 0.03 g of
potassium dichromate at 0.1% as a preservative), and the contents of fat, protein and urea were
determined automatically as previously described by Avilez et al. (2012). Also somatic cell counts
were measured by flow cytometry, using a Fossomatic Electronic Cell Counter (Fossmatic 5000,

Hillerod, Denmark).
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At each milk control, milk samples of 100 mL were taken and sent to the laboratory in
thermally insulated containers at 4°C for analysis of CLA isomers (cis-9, trans-11; trans-10, cis-12;
cis-10. cis-12). Total lipids were extracted by the method of Folch et al. (1957), using a mixture of
chloroform and methanol (2:1, v:v). The fatty acid (FA) profile was analyzed by gas chromatography
after transesterification of FA to FA methyl esters (Morrison & Smith, 1964) as previously described
by Avilez et al. (2012).

At the beginning and at the end of the each experiment blood samples were taken (5 mL animal
" by coccygeal venipuncture flow and placed in tubes with sodium heparin. The samples were then
centrifuged for 3 min at 3000 rpm and the plasma was aliquoted and frozen (-18°C) in microtubes of
1.5 mL. For each sample, the metabolic profile was determined as previously described by Avilez et al.
(2012).

Statistical analysis

Data of milk production, milk’s constituents and metabolic profile were analyzed as repeated
measures in each experiment, using the general linear model (GLM) of the SPSS for Windows 18.0
package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The linear model used for each parameter was as follows:

Yijk =4+ Ti + Ajj + Wi + (T X W) + gk

Where Yjj = observations for dependent variables; 4 = overall mean; T; = fixed effect of
treatment group or dietary concentrate; Aj; = random effect of animal j for the i treatment; W= fixed
effect of the k week of lactation; TxW = interactions among these factors for the i treatment and k
week of lactation, and &;; = random effect of residual. Pairwise comparisons of means were carried out,
where appropriate, using Tukey's significant difference tests. The level of significance for the analyses

was 5%.

Results and discussion
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Milk yield and quality

In the initial day no differences in milk production and quality were observed among the
experimental groups in every experiment (data not shown). In the experimental period (from day 15 to
day 60), also no differences in milk production (p = 0.542 in the experiment 1; p = 0.622 in the
experiment 2; p = 0.454 in the experiment 3), fat corrected milk production (FCM, kg d™") (p = 0.361 in
the experiment 1; p = 0.742 in the experiment 2; p = 0.677 in the experiment 3) or the concentrations
(%) of fat (p =0.891 in the experiment 1; p = 0.772 in the experiment 2; p = 0.214 in the experiment 3),
(%) protein (p = 0.793 in the experiment 1; p = 0.886 in the experiment 2; p = 0.642 in the experiment
3) or the amounts of fat (p = 0.243 in the experiment 1; p = 0.901 in the experiment 2; p = 0.910 in the
experiment 3), protein (p = 0.161 in the experiment 1; p = 0.254 in the experiment 2; p = 0.153 in the
experiment 3) and urea (p = 0.254 in the experiment 1; p = 0.091 in the experiment 2; p = 0.119 in the
experiment 3) were observed among the experimental groups (Table 4). Milk urea was within the normal
range reported by Schuler et al. (1990), as well as somatic cell counts remained within the optimal range devices
(San Martin et al., 2002) Based on milk production and milk urea content in every experiment, the diet
contributed an adequate level of protein and energy in accordance with NRC (2001) recommendations.

Many of the studies with canola seed refers to its use in diets as TMR, and not its use in grazing
systems until this study. Often fat supplements can result in decreased milk production, which may be
due to inhibition of rumen fermentation or the low digestibility of fatty acids in the rumen (NRC,
2001). Nevertheless, as noted in this work in all experiments, in cattle diets comparing TMR ground
canola seed (1.26 kg d) with canola meal mechanically extracted (1.20 kg d') (Chichlowski et al.
2005) or using crushed canola seed well protected (by pass) or unprotected (1 kg d-1) (Delbecchi et al.,
2001), did not increase milk production.

In relation to the components of milk, it is known that low fiber diets or high-rich concentrates
or vegetable oils can cause a reduction in milk fat in dairy cattle, as well as supplementation of dietary

fat can decreasing the percentage of milk protein. In all three experiments of this work despite the
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higher percentage of fat in the diet supplements in the groups with canola (Table 1 and 3), the

percentages and amounts of fat and milk protein were not different between the groups. This may be
due to similar input fiber and energy of the total ration in each of the experiments (Murphy et al.,
2008). TMR diets, comparing the use of canola seeds treated with alkaline peroxide with ground canola
grain (2.4 kg d-1) did not increase the percentage of milk fat (Aldrich et al., 1997), while the use of
ground canola seed compared to the control diet canola meal mechanically extracted, increased the
percentage of fat (Chichlowski et al., 2005). With regard to the protein, these authors did find a
decrease in the percentage of milk protein with the use of canola seed. The reduction in the percentage
of protein observed in most of studies in animals fed with diets with a high fat content appears to be
associated with negative effects on the growth of ruminal micro-organisms and the production of
microbial protein (Solomon et al., 2000).

The patterns of milk production and basic composition throughout lactation were affected by
the lactation day (Table 4). The differences in feeding (mainly due to ingestion and nutritional
composition of the herbage) and lactational effects can explain these differences. However, since
ingestion and nutritional composition of the herbage were not monitored in this study, this will have to
be tested in future studies.

CLA content and composition

In the initial day no differences in total CLA and of each of its isomers were observed among
the experimental groups in every experiment (data not shown). In the experimental period, there was no
effect of the inclusion of rape seed on total CLA content (p = 0.121 in the experiment 1; p = 0.232 in
the el experiment 2; p = 0.961 in the experiment 3) or the content of cis-9, trans-11 (p = 0.242 in the
experiment 1; p = 0.166 in the experiment 2; p = 0.125 in the experiment 3), trans-10, cis-12 (p = 0.263
in the experiment 1; p = 0.082 in the experiment 2; p = 0.161 in the experiment 3) and cis-10, cis-12 (p
= 0.233 in the experiment 2; p = 0.143 in the experiment 3) isomers (Table 4). Although the highest

values were found for the cis-9, trans-11 isomer (49-51%, 31-42% and 42-46% of total CLA in the
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experiments 1, 2 and 3, respectively), the frans-10, cis-12 isomers presented higher values (49-51%,
31-32% and 36-42% in the experiments 1, 2 and 3, respectively) and cis-10, cis-12 isomers (not
detected in the experiment 1; 27-37% and 16-20% in the experiments 2 and 3, respectively) than
normally reported in the literature.

Chichlowski et al. (2005), in TMR diets compared ground canola seed and canola meal
mechanically extracted and the differences were not significant in the contents of total CLA (0.421 and
0.386%, respectively) and its isomers (0.390 and 0.350% for the cis-9, trans-11 isomer, respectively).
In the present study, the use of canola seed in grazing based systems has not increased the CLA content
in milk, although the values obtained are higher (0.995, 1.450 and 0.880% of total FA, in the
experiments 1, 2 y 3, respectively) to those found in TMR rations. On the one hand, the high content of
CLA obtained could be due to the use of green fodder, given its known effect to increase CLA levels in
milk (Khanal et al., 2005, Dewhurst et al., 2006). Moreover, the lack of effect of inclusion of canola
seed in the different experiments indicate a greater influence of the pasture than that of the source or
level of canola seed incorporated into the diet on the CLA milk content. The different CLA values
found in the various experiments of this study, may be related to differences in the nutritional
composition of the pasture and forages derived from the different botanical and agronomic
characteristics of the herbage used (Dewhurst et al., 2006).

In the present study, in agreement with the results found in a previous work (Avilez et al.,
2012), the trans-10, cis-12 and cis-10, cis-12 isomers presented higher values than normally reported in
the literature. The regulation of isomer balance is largely unknown. Nevertheless the cis-9, trans-11
isomer is mainly generated from vaccenic acid in the mammary gland (Mosley et al., 2006), while the
trans-10, cis-12 is a minor intermediate of rumen biohydrogenation (Walker et al., 2004). Therefore
future studies are necessary to determine its biological function and metabolic production routes.

The pattern of FA composition throughout lactation was affected by the lactation day for all

components (Table 4, Fig. 1). This may be related to differences in the nutritional composition of the
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herbage, which has also been shown to affect the fatty acid composition of milk (Dewhurst et al.,
2006). In this respect, lower CLA contents in milk have been observed with more mature pasture, and
this effect has been attributed to the declining quality and quantity of the herbage (Lock &
Garnsworthy, 2003; Ward et al., 2003, Avilez et al., 2012). In the experiment 2 no significant
differences were observed between weeks, while in the experiments 1 and 3 lowest CLA values were
obtained in the later weeks (Fig. 1). These results could be explained because the experiments 1 and 3
were done in the period, which the quality and quantity of the herbage decrease, while that in the
experiment 2 was done in the period of major quality and quantity (Ruiz, 1996).
Metabolic profile

Throughout each experiment the cows were in good health and did not show any
relevant pathology. All the metabolites evaluated, except blood urea at the end of the trial, were found
to be within the normal range, with no significant differences observed between treatments (Table 5),
in agreement with the values for healthy lactating dairy cows (Bertoni & Piccioli, 1999). Previous
studies (Pulido, 2009; Avilez ef al., 2012) have shown an increase in blood urea when diets present

high levels of degradable protein, which is the case with animals fed to pasture on grass (L. perenne).

Conclusions

The dietary concentrate with canola seed (Brassica napus) in whole grain or in ground grain
considering quantities of 1.2 kg d”', fed to chilean black Frison (Holstein X Overo Negro) cows, on
pasture-based systems, did not influence milk production or total CLA content or its cis-9, trans-11,
trans-10, cis-12 and cis-10, cis-12 isomers. In the present study, high quantities of the frans-10, cis-12
and cis-10, cis-12 isomers were obtained in comparison to those normally found. The cis-10, cis-12
isomer does not appear in the scientific literature, therefore future studies are necessary to determine its

biological function and metabolic production routes. The failure of the dietary concentrate with canola
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seed supplemented in chilean black Frison cows on pasture to increase the concentration of CLA cis-9,

trans-11 in milk fat requires further investigation.
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1 Table 2. Ingredients and chemical composition of the supplemented dietary concentrates ' and pasture

2 during the experiment 2

0-TC2 1.2-TC2 Canola seed Improved pasture >

Ingredients (kg d™)
Ground canola seed 1.2
Commercial concentrate > 8.0 6.2

Chemical composition (%, DM basis)

DM (%) 89.1 88.4 88.1 13.9
Crude protein 14.0 15.1 21.1 23.9
Ether extract 4.0 7.0 22.9 1.6
Neutral detergent fibre 38.5 37.2 30.7 48.6
Acid detergent fibre 16.2 24.5
Crude fibre 7.9 14.4 48.4 25.2
Ash 3.2 3.2 33 7.0
Metabolizable energy (Mcal kg™')* 3.00 3.02 3.02 2.34
3 TO-TC2: Control group to which commercial concentrate without canola (8 kg d) was provided; 1.2-

4  TC2: treatment group to which 6.2 kg of commercial concentrate plus 1.2 kg of ground canola seed
5 were provided.

6 % Composed of Lolium perenne and Trifolium repens

7 ° Cereal grain, oily brans, comushroom, molasses, flours, minerals and vitamins

8  *Estimated (according to NRC, 2001)
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1 Table 3. Ingredients and chemical composition of the supplemented dietary concentrates ' and forages

2 during the experiment 3

Artificial  Fodder
0-TC3  1.2-TC3 Silage’
pasture cabbage

Ingredients of concentrate (kg d™)

Whole canola seed 1.2
Grain triticale 2.8 0.6
Bran Wheat 0.6 2.0
Grain maize 0.3 0.6
Lupins 2.3 0.6
barley bud 1.0

Chemical composition (%, DM basis)

DM (%) 88.6 87.2 17.4 15.2 243
Crude protein 16.9 17.4 24.2 22.6 10.5
Ether extract 4.4 7.7 1.5 1.8 1.7
Crude fibre 9.7 10.6 18.3 13.2 344
Neutral detergent fibre 443 40.4 25.0 36.5 52.3
Acid detergent fibre 18.2 16.7 42.0 26.6 42.1
Ash 6.3 6.5 9.0 11.5 6.4
Metabolizable energy (Mcal kg™)* 3.01 3.02 2.43 2.47 2.17
3 'O-TC3: Control group to which commercial concentrate without canola (6 kg d™') was provided; 1.2-

4  TC3: treatment group to which 6 kg of commercial concentrate with 20% of whole canola seed were
5  provided (1.2 kg).

6  *Composed of Avena sativa, Lolium perenne and Trifolium repens



[a—

3 Composed of 4. sativa, L. perenne and T. repens

* Estimated according to NRC (2001)
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Figure 1. Temporal patterns of the content of conjugated linoleic acid (CLA) total (g/100g total fatty

acids) in the milk of Chilean Black Friesian cows supplemented with canola seed. Experiment 1:
control group without canola seed ([1[7); treatment group to which commercial concentrate plus 1.16
kg of whole canola seed were provided ([J 7). Experiment 2: control group without canola seed ([ );
treatment group to which commercial concentrate plus 1.2 kg of ground canola seed were provided ([
[0). Experiment 3: control group without canola seed ([J[J); treatment group to which commercial
concentrate with 20% of whole canola seed were provided (1.2 kg). (0 0). The mean values for each

date were compared, and those with the same letter do not differ (p>0.05).
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