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Introduccion y justificacion

La grasa de la leche de las hembras rumiantes se distingue de las de otros
mamiferos terrestres por contener mds de 400 dcidos grasos. La diversidad de
dcidos grasos es debida al metabolismo lipidico de los microorganismos rumi-
nales y la actividad enzimatica de la glindula mamaria. La grasa lictea contie-
ne dcidos grasos singulares procedentes de la biohidrogenacién ruminal de los
dcidos grasos insaturados de la dieta y de la sintesis de novo bacteriana a partir
de los 4dcidos grasos voldtiles producidos durante la fermentacién ruminal de
los carbohidratos y los aminodcidos. El aporte de estos dcidos grasos a la dieta
humana depende, casi exclusivamente, de la grasa lictea y han despertado gran
interés en los tltimos afios porque numerosos estudios in vitro, in vivo y con
modelos animales sefialan que algunos de ellos pueden tener efectos beneficio-
sos sobre la salud humana. Entre otros ejemplos, los dcidos grasos iso y anteiso
tienen la capacidad de inhibir in vitro el crecimiento de varias lineas de células
tumorales, incluyendo las de cdncer de mama. Al dcido ruménico (C18:2 cis-9,
trans-11) se le atribuyen numerosos efectos positivos en el organismo humano,
destacando los efectos antitumoral, antiaterosclerético y antihipertensivo. Al
acido vaccénico (C18:1 #rans-11), ademis de ser precursor del dcido ruménico
en el organismo, se le reconocen efectos positivos sobre el riesgo de enferme-
dad cardiovascular. Estos descubrimientos han propiciado un creciente interés
por la manipulacién del perfil de dcidos grasos de la grasa lictea mediante
la modificacién de las caracteristicas y la composicién de la dieta ofrecida a
los animales, especialmente la inclusién de fuentes de grasa vegetales ricas en
acidos grasos insaturados. Asi mismo, las relaciones entre los isémeros de la
biohidrogenacién ruminal y los dcidos grasos impares y pueden usarse como
indicador no invasivo de los efectos de la dieta sobre las bacterias ruminales.
La presencia de dcidos grasos mono y poliinsaturados, derivados de la bio-
hidrogenacién ruminal y con diferentes isomerias posicionales y geométricas,
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en la grasa lictea se relaciona directamente con los dcidos grasos insaturados
mayoritarios en la dieta consumida por los animales.

El bajo punto de fusién de los dcidos grasos impares y ramificados (sinteti-
zados a partir de dcidos grasos volitiles producidos en la fermentacién rumi-
nal) hace que sean incorporados preferentemente en las membranas celulares
microbianas para contribuir al mantenimiento de su fluidez y la proporcién de
cada uno de ellos en los lipidos microbianos que llegan al intestino delgado
puede considerarse un reflejo de las poblaciones microbianas del rumen.

Dado que la dieta consumida puede tener efectos simultdneos sobre los
isémeros de la biohidrogenacién ruminal y los dcidos grasos impares y ramifi-
cados, sus contenidos en la grasa lictea podrian utilizarse como biomarcadores
de las caracteristicas de la dieta y del efecto de la composicién de esta sobre el
ambiente ruminal. Estudios previos han mostrado que los dcidos grasos de la
leche podrian utilizarse como predictores del tipo de aceite vegetal consumido
por cabras, pero la informacién concerniente a grupos concretos de dcidos
grasos relacionados con el metabolismo lipidico microbiano es escasa.

Establecer las relaciones de los isémeros de la biohidrogenacién ruminal
con los dcidos grasos impares y ramificados de los lipidos bacterianos en la
grasa ldctea seria clave para interpretar el impacto de la dieta suministrada al
rumiante sobre las poblaciones microbianas del rumen y su repercusién en los
atributos nutritivos de la grasa de la leche y sus productos derivados.
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1. LIPIDOS DE LA LECHE

Los lipidos se encuentran entre los constituyentes mas importantes de la leche,
tanto por razones nutritivas y econémicas como por las caracteristicas fisicas y
organolépticas que proporcionan a los productos licteos. Los triacilglicéridos
(en adelante TG) son los componentes mayoritarios (mds del 95%), (Tabla
0.1). La leche también contiene otros lipidos mds simples (diacilglicéridos,
monoacilglicéridos, ésteres de colesterol y ceras) y mds complejos (mayorita-
riamente fosfolipidos) ademds de una fraccién insaponificable, donde se en-
cuentran el colesterol, carotenoides, vitaminas (A, D, E y K), antioxidantes y
escualeno, todos ellos en pequenas cantidades.

Tasra o.1. Contenido de las principales clases de lipidos en la grasa lictea de distintas
especies de rumiantes (Datos tomados de Gordon, 2013).

Clase de lipido VACA OVEJA CABRA
% de lipidos totales
Triacilglicéridos 98,3 98,1 97,3
Diacilglicéridos 0,30 1,45a 1,89a
Monoacilglicéridos 0,03 0,03 0,10
Acidos grasos libres 0,1 - -
Fosfolipidos 0,8 0,38 0,65
Insaponificable 1,5 NR NR
Esteroles 0,30 0,30 0,36

a Incluye dcidos grasos libres.

NR: no reportados.

Los lipidos se encuentran fisicamente en forma de glébulos, con un didme-
tro variable entre 1 y 10 pm, formando una emulsién con la fase acuosa de la
leche, lo que facilita su hidrélisis por las enzimas digestivas. Cada glébulo graso
estd constituido por un nucleo hidrofébico compuesto por dcidos grasos (AG)
que se hallan mayoritariamente esterificados en cada una de las tres posiciones
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de la molécula de TG (Figura 0.1). Los TG son insolubles en agua, ricos en
energia metabdlica y se encuentran rodeados por una membrana de naturaleza
lipoproteica, constituida mayoritariamente por fosfolipidos (FL) y colesterol,
que los protege de la accién de enzimas lipoliticas. Los FL mds abundantes son
la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y la esfingomielina (Tabla 0.2) que
contienen AG mono y poliinsaturados (PUFA) en cantidades variables.

H,C—-C—R; sn-1

R,—C-0O-CH sn-2

H,C—-C—-R; sn-3

Ficura o.1. Proyeccién de Fisher de una molécula de triacilglicérido con 3 dcidos grasos
esterificados en las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3.

Tasra o.2. Contenido de los distintos tipos de fosfolipidos en distintas especies de ru-
miantes (Datos tomados de MacGibbon y Taylor, 2006).

Clase de Fosfolipido VACA OVEJA CABRA
% de fostolipidos totales

Fosfatidiletanolamina 32 36 33

Fosfatidilinositol 5 3 6

Fosfatidilserina

Fosfatidilcolina 35 29 26

Esfingomielina 25 28 28

20



1.1. ACIDOS GRASOS MAYORITARIOS

Los TG, al ser mayoritarios, son los principales responsables de las propiedades
de los lipidos licteos. Estas caracteristicas varian en funcién de la composicion
de AG, ya que estos representan mds del 90% de la masa de los TG. Aunque
la leche contiene mis de 400 AG diferentes (Jensen, 2002; Schroder y Vetter,
2013), apenas 30 o 40 estin presentes en concentraciones superiores al 0.10%;
el resto figura en cantidades mds bajas. El perfil de AG de la grasa lictea de-
pende de la especie de rumiante, y se puede modificar, sobretodo, con la ali-
mentacién del ganado. Factores de tipo genético (raza, individuo), rendimiento
lechero y el estado de lactacién ejercen, en comparacién, una influencia menor.

TasLa o.3. Composicién media de los dcidos grasos mayoritarios en leches de vaca, oveja
y cabra (Datos tomados de Gémez-Cortés ez al., 2018).

Acido Graso VACA OVEJA CABRA
% de dcidos grasos totales

4:0 3.9 3.5 2.2
6:0 2.5 2.9 2.4
8:0 1.5 2.6 2.7
10:0 3.2 7.8 10.0
12:0 3.6 4.4 5.0
14:0 11.1 10.4 9.8
15:0 1.2 1.0 0.7
16:0 27.9 25.9 28.2
17:0 0.6 0.6 0.7
18:0 12.2 9.6 8.9
cis 18:1 17.2 18.2 19.3
trans 18:1 3.9 2.9 2.1
cis-9 cis-12 18:2 1.4 2.3 3.2
cis-9 cis-12 cis-15

18:3 1.0 0.8 0.4

Los AG de la leche pueden ser saturados o insaturados (de uno a cuatro
dobles enlaces). La mayor parte de los AG saturados contienen un nimero par
de dtomos de carbono, siendo los mayoritarios desde el butirico (4:0) al estedri-
co (18:0) (Tabla 0.3). Aunque los AG saturados mds abundantes son los que
tienen una longitud de cadena de 10 a 18 4tomos de carbono la grasa de leche
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de rumiantes se caracteriza por la presencia de cantidades importantes de AG
de cadena corta, especialmente butirico (4:0) y caproico (6:0), que estdn casi
ausentes de la leche de otros mamiferos. La presencia de estos AG de cadena
corta contribuye a disminuir el punto de fusién de la grasa lictea, relativamente
saturada, facilitando de esta forma su secrecién a través de la glindula mamaria.

Dentro del grupo de AG insaturados el mds abundante es el dcido oleico
(¢is-9 18:1) que, cuantitativamente, es el segundo mds importante de la leche.
La presencia en la leche de pequefas cantidades, mucho menores que las de
acido oleico, de dcidos linoleico (cis-9, cis-12 18:2) y a-linolénico (cis-9, cis-12,
cis-15 18:3) es particularmente interesante (Tabla 0.3) puesto que el organismo
humano no es capaz de sintetizarlos y, por tanto, se consideran constituyentes
esenciales de la dieta.

TaBrA o.4. Perfil de dcidos grasos de cadena ramificada en productos licteos (Datos to-
mados de Gémez-Cortés er al. 2018).

Acido Graso Leche Mantequilla Yogurt Nata Queso
% de 4cidos grasos totales

iso 13:0 0.04 NR NR NR NR
anteiso 13:0 0.08 NR NR NR NR
iso 14:0 0.09 0.17 0.12-0.13  0.00-0.05  0.00-0.22
iso 15:0 0.22 0.01 0.14-0.15  0.00-0.11  0.02-0.42
anteiso 15:0 0.46 0.63 0.62-0.63  0.46-0.49  0.38-0.88
iso 16:0 0.21 0.34 0.29-0.30 0.24 0.00-1.18
iso 17:0 0.27 0.31 0.16-0.25  0.27-0.30  0.05-0.30
anteiso 17:0 0.50 0.38 0.56-0.59  0.36-0.37  0.29-0.61
iso 18:0 NR <0.01 0.00-0.04 <0.01 0.00-0.09

NR: no reportados

1.2. ACIDOS GRASOS MINORITARIOS

Junto a los AG descritos anteriormente, la leche contiene también otros, que,
aunque minoritarios, poseen también gran relevancia. Entre estos cabe des-
tacar los dcidos grasos de nimero impar de dtomos de carbonos y cadena
ramificada (OBCFA) y los insaturados con doble enlace con configuracién
geométrica srans. Todos ellos tienen un nexo comun: su origen mayoritario
reside en los procesos fermentativos de los alimentos que tienen lugar en el
rumen. Los AG saturados con nimero impar de dtomos de carbono (OCFA)
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representan un 2% del total de AG, siendo 15:0 y 17:0 los mds abundantes y
representativos (Tabla 0.3). Los AG saturados de cadena ramificada (BCFA)
se encuentran en una proporcién similar pero engloban a un mayor nimero
de moléculas con concentraciones variables (Tabla 0.4). Aunque en conjunto
los niveles en grasa lictea de OBCFA estin en torno al 4%, su interés va mds
alla, porque se utilizan como herramienta de diagndstico para determinar si
existe un correcto funcionamiento de la cavidad ruminal y, en humanos, algu-
nos como indicadores de la ingesta de productos licteos. Los BCFA ademis,
en comparacién a sus homdlogos no ramificados, presentan puntos de fusién
mis bajos, especialmente los anfeisos, caracteristica que los permite contribuir
a mantener la necesaria fluidez de la grasa lactea.

(9 e dobleerﬂi

cis-insaturado

Saturado trans-insaturado

Ficura o.2. Moléculas (de izquierda a derecha) de 16:0 (4ci-
do palmitico), cis-9 16:1 y trans-9 16:1.

En términos generales, los AG insaturados de las grasas de origen vegetal y
buena parte de origen animal poseen dobles enlaces provistos de configuracién
cis. Sin embargo, los AG #rans (AGT) también se encuentran de forma natural
en alimentos derivados de rumiantes, como la carne, el queso o la leche. Los
dobles enlaces cis producen acodaduras en la cadena alifitica carbonada, for-
mando un dngulo de 30°, a diferencia de la configuracién #rans que se asemeja
a la forma extendida caracteristica de las cadenas saturadas (Figura 0.2). Esta
caracteristica espacial condiciona las propiedades fisicas y quimicas de estas
moléculas. La grasa lictea contiene entre 1-5% de AGT de los cuales los mo-
noinsaturados son los mds abundantes. El perfil isomérico de estos AG es muy
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variable y estd influido de forma decisiva por la dieta, especialmente por la
cantidad y el tipo de grasa de la ingesta. A su vez este perfil puede ejercer una
influencia importante sobre las caracteristicas nutricionales de la grasa lictea
tal como se expondrd con mds detalle en apartados posteriores.

2. ACIDOS GRASOS DE NUMERO DE
CADENA IMPARY RAMIFICADA

2.1. ORIGEN DE LOS ACIDOS GRASOS DE CADENA
IMPARY RAMIFICADA EN LECHE

Una de las peculiaridades de la grasa de leche de rumiantes respecto a la de
otros mamiferos, es la presencia de niveles destacados de OBCFA. Los princi-
pales OBCFA son isémeros de los dcidos tridecanoico (is0 13:0), tetradecanoi-
co (iso 14:0), pentadecanoico (15:0, iso 15:0 y anteiso 15:0), hexadecanoico (iso
16:0), heptadecanoico (17:0, iso 17:0 y anteiso 17:0) y octadecanoico (iso 18:0).
Vlaeminck ez al. (2006a) recopilaron lo datos de numerosos estudios sobre
la composicién de OBCFA en leche. En conjunto, y dentro de un esquema
de gran variabilidad, los OCFA representan casi la mitad de los OBCFA de
los productos licteos seguidos por los BCFA anteiso (Tabla 0.4). La leche de
cabra es particularmente rica en estos AG. Ademads, posee también pequefias
cantidades de otros BCFA (monometilos y dimetilos) con longitud de cadena
menor de 14 dtomos de carbonos (Tabla 0.5) que apenas estdn presentes en
leche de otros rumiantes (Alonso ez al., 1999; Martinez Marin ez al. 2011).

2.1.1. SINTESIS RUMINAL DE dcidos grasos
de cadena impar y ramificada

Los OBCFA se sintetizan principalmente en la cavidad ruminal por la accién
de las enzimas de los microorganismos alli presentes. Las bacterias ruminales
contienen entre 50-90 g/kg de lipidos en su materia seca, y alrededor de un
5% de los AG totales son OBCFA. Estos se localizan preferentemente en las
membranas (Buccioni ez al.,2012). Los protozoos poseen menos OBCFA to-
tales que las bacterias (110 vs. 160 g/kg de AG totales), aunque presentan una
mayor proporcién de iso 16:0 y anteiso 17:0 (Or-Rashid ez a/., 2007).
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TaBLA o0.5. Composicién media de dcidos grasos ramificados y de cadena impar minorita-
rios de menos de 14 dtomos de carbono presentes en leche de cabra.

Acido Graso Alonso et al. Martinez Marin e al.

(1999) (2011)
mg/g de dcidos grasos totales

2-metil 4:0 0.005

3-metil 4:0 0.023

2 etil 4:0 0.004

3-metil 5:0 0.025

4-metil 5:0 0.017

2-etil 6:0 0.007

4-metil 6:0 0.050

Metil 7:0 0.054

2,4 dimetil 7:0 0.051

4-metil 8:0 0.391 0.470

6-metil 8:0 0.041

4-etil 8:0 0.227

4-etil 9:0 0.016

8-etil 9:0 0.036

Metil 10:0 0.703 0.780

2-etil 10:0 0.322

Dimetil 10:0 0.310

4-metil 12:0 0.135 0.260

5:0 0.134 0.250

7:0 0.363 0.460

9:0 0.915 1.020

Los OCFA de cadena media (13:0, 15:0, 17:0) son sintetizados por los mi-
croorganismos digestivos a partir de dcido propiénico, aunque 15:0 y 17:0 tam-
bién pueden originarse por o-oxidacién de 16:0'y 18:0, respectivamente (Figura
0.3). Los precursores de los BCFA del rumen son los aminodcidos ramificados
de la dieta, la valina, leucina e isoleucina. La microbiota ruminal transforma es-
tos tres aminodcidos en 4cidos carboxilicos ramificados, isobutirico, isovalérico
y 2-metil-butirico, respectivamente (Figura 0.3) que son las moléculas a partir
de las cuales se sintetizan los distintos BCFA. Los iso de cadena par lo hacen a
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partir del dcido isobutirico, mientras que los iso y anteiso de cadena impar se ge-
neran de los dcidos isovalérico y 2-metil-butirico, respectivamente (Figura 0.3).

El perfil de OBCFA que abandona el tracto digestivo de rumiantes estd
mis ligado a la actividad de la enzima 4cido graso sintetasa (AGS) de los
microorganismos presentes que a la disponibilidad de sustrato para la misma
(Vlaeminck e# al., 2006a). De ahi, que la variacién en el perfil de OBCFA sea
mas un reflejo de la abundancia relativa de las distintas especies de microorga-
nismos que conforman el ecosistema ruminal que de alteraciones en la propia
sintesis de AG (Bas ez a/., 2003; Baumann ez al., 2016).

Las bacterias celuloliticas, como Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus
albus o Butyrivibrio fibrisolvens poseen contenidos mds elevados de OBCFA
iso (Fievez et al., 2012). La mayor proporcién de anteiso 15:0 indicaria la pre-
sencia de bacterias especializadas en la fermentacién de pectina y azdcares
(Vlaeminck ez al., 2006a; Bessa ez al., 2009) como Prevotella spp., Lachnospira
multiparus and Succinovibrio dextrinosolvens. Bacterias amiloliticas o digestoras
de almidén como Succinivibrio dextrinosolvens, Succinimonas amylolytica, Ru-
minobacter amylophilus, Selenomonas ruminantium and Streptococcus bovis po-
seen niveles bajos de BCFA pero, en contraste, estin enriquecidas en OCFA
de cadena impar (Vlaeminck ez a/., 2006a).

LEUCINA } ISOLEUCINA ‘ VALINA

Aminotransferasa Aminotransferasa
Vs v A
Acido a-cetoisocaproato ‘ ‘ Acido a-ceto-B-metilvalerato ‘ ‘ Acido a-cetoisovalerato ‘
J a-Cetodcido descarboxil a-Cetodcido descarboxilasa
v A 4
Isovaleril-CoA ‘ 2-Metilbutiril-CoA ‘ Isobutiril-CoA
Acido graso sintasa Acido graso sintasa
/3 4 A A X 4
iso 15:0 iso 17:0 anteiso 15:0 ‘ anteiso 17:0 iso 14:0 iso 16:0
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] (RN
ACIDO PROPIONICO \ ) ; A
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Ficura o.3. Rutas metabélicas para la sintesis microbiana de dcidos grasos de cadena

impar y ramificada (adaptado de Vlaeminck ez a/., 2006a).
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2.1.2. TRANSFERENCIA DE OBCFA DESDE EL
INTESTINO A LA GLANDULA MAMARIA

La idea que atribuye la presencia de OBCFA en productos licteos a los mi-
croorganismos presentes en la cavidad ruminal es muy antigua (Keeney ez a/.,
1962) y ha sido plenamente aceptada por la comunidad cientifica. Sin embar-
go, este hecho no garantiza que el perfil de OBCFA de la leche sea sélo un
reflejo directo de la actividad de la microbiota ruminal. De hecho, algunos tra-
bajos publicados mas recientemente (Vlaeminck ez a/., 2006a; Dewhurst ez al.,
2007) han cuestionado que esa correlacién entre el contenido de OBCFA en
el fluido intestinal y la grasa lictea sea tan estrecha. Tales desajustes se podrian
generar durante la transferencia de estos AG desde el aparato digestivo a los
tejidos internos, particularmente a la glindula mamaria, y podrian tener lugar
como consecuencia del proceso de absorcién intestinal o durante el transporte
a través del torrente sanguineo.

Al igual que otros AG que alcanzan el intestino delgado los OBCFA son
absorbidos en el yeyuno. Aparentemente la absorcién intestinal de los AG de
origen microbiano seria mds alta que la de otros (Schmidely e# al., 2008) pero
los pocos datos de los que se dispone no son suficientes para emitir una con-
clusién definitiva.

Tras su absorcién por las células epiteliales intestinales, los OBCFA, como
otros AG, son esterificados en los TG y FL. A continuacién, son transporta-
dos, primero al sistema linfitico y posteriormente al torrente sanguineo for-
mando parte de complejos macromoleculares como quilomicrones y lipopro-
teinas de muy baja densidad (VLDL). Finalmente, el acceso al citoplasma de
las células de la glindula mamaria de los AG se realiza una vez liberados de
dichas macromoléculas, por accién de la enzima lipoproteina lipasa (Figura
0.4). Tanto quilomicrones como particulas VLDL contienen TG, FL, ésteres
de colesterol (EC) y dcidos grasos libres (AGL) pero cada una de estas clases
de lipidos difieren en composicién puesto que cada tipo de AG se enlaza se-
lectivamente a las mismas.

Es bien conocido que la principal diana de la lipoprotein lipasa de la glin-
dula mamaria son los AG que forman parte de los TG del plasma. Por el con-
trario, aquellos AG caracteristicos de las fracciones de CE y FL se transfieren
mds pobremente a la grasa de leche debido a la baja afinidad de dicha enzima
por ellas. Fievez ez al. (2012) reportaron que los BCFA son mds abundantes en
los EC ylos TG que en los FL o los AGL. Estas dos tltimas fracciones lipidi-
cas, en contraste, son mds ricas en OCFA. Sin embargo, la literatura disponible
sobre la distribucién de los OBCFA entre los diferentes tipos de lipidos del
plasma es atin escasa para predecir tendencias o pronosticar comportamientos
metabdlicos s6lidos. Por tanto, mereceria la pena explorar los procesos meta-
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bélicos que tienen lugar en la glindula mamaria para encontrar los mecanis-
mos responsables de las diferencias entre los perfiles de OBCFA entre fluidos
digestivos y leche a las que se ha hecho anteriormente alusién.

2.1.3. Sintesis endégena bE OBCFA EN LA
GLANDULA MAMARIA Y OTROS TEJIDOS

La mayor parte de los AG saturados de nimero par de dtomos de carbono
presentes en la grasa lictea de rumiantes, desde el 6:0 al 16:0 se sintetizan de
novo en las células epiteliales de la glindula mamaria (Palmquist, 2006). La
sintesis de los mismos se produce a partir de las moléculas de acetato y del
B-hidroxibutirato circulantes en el torrente sanguineo, generadas en el rumen
durante la fermentacién de los hidratos de carbono de la dieta. Las dos enzi-
mas principales responsables de esta sintesis de novo en la glindula mamaria
son la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la AGS (Figura 0.4). El primer paso
de la sintesis consiste en la activacién del acetato a acetil CoA seguida de la
condensacién de dos moléculas de acetil-CoA para formar malonil CoA. Esta
etapa es catalizada por la ACC. A continuacién, la AGS regula la elongacién
de cadena de los AG sintetizados de novo. Si el sustrato inicial en lugar del
acetato fuese propionato, su derivado el metilmalonato, o AG volitiles rami-
ficados (isovalérico, isobutirico y 2-metilbutirico), los productos finales de la
sintesis de novo serian potencialmente OCFA, AG con metilo no terminales,
o iso y anteiso, respectivamente (Palmquist, 2006).

Los primeros trabajos llevados a cabo en este campo demostraron que 15:0
y 17:0 podrian ser sintetizados de novo en la glindula mamaria utilizando pro-
pionil-CoA en lugar de acetil-CoA como molécula iniciadora (Massart-Leén
et al., 1983). La elongacién de dicha molécula catalizada por la AGS expli-
caria la presencia en leche de 5:0, 7:0, 9:0 y 11:0 asi como el incremento de
las cantidades de 13:0, 15:0 y 17:0 respecto a las ya generadas en el rumen y
transferidas desde el duodeno. La importancia de esta sintesis endégena se vio
confirmada en trabajos posteriores (Dewhurst ez a/., 2007; French ez al., 2012;
Vlaeminck ez al.,2015). Te6ricamente estos OCFA (13:0,15:0 y 17:0) podrian
a su vez ser metabolizados a cis-monoinsaturados por accién de la enzima A9
desaturasa. Sin embargo, inicamente la conversién de 17:0 a ¢is-9 17:1 parece
tener importancia cuantitativa (Fievez ez al., 2003).

En contraste a los OCFA, la sintesis mamaria de iso y anteiso no respon-
di6é al aumento de disponibilidad de propionato ni de AG volatiles ramifica-
dos (Massart-Leén ez al., 1983; French ez al., 2012). Aunque la formacién de
AG metil sustituidos no terminales se observé en cabras (Massart-Leén et
al., 1983), no lo fue en vacas (Croom ef al., 1981). En definitiva, el enzima
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AGS no seria activa en la elongacién de isovaleril-CoA, 2-metilbutiril-CoA
o isobutiril-CoA para formar AG iso y anteiso. Estos resultados estarian, sin
embargo, en aparente contradiccion con los incrementos en los contenidos de
iso 17:0 e anteiso 17:0 en grasa lictea respecto a su presencia en el fluido intes-
tinal reportados mds recientemente por otros autores (Vlaeminck ez a/., 2006;
Dewhurst ez al., 2007; Gervais ez al., 2011).

T
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R ransportador CELULA DE LA
: de glucosa GLANDULA MAMARIA
Glicerol T
\ 3-glicerol fosfato
L — Glicerol/
Quilomicrén
o VLDL .
--------------------- > AG deladieta -
Lipoproteina lipasa ! fa
[‘Acetato | |, Sintesis | | AGPARES | /- | (Globulo
”  de novo E (6:0 a 16:0) graso
|, ACC +AGS !
B-hidroxibutirato * l LECHE
A-9 .| AGcis-9
Desaturasa (14:1 a 18:1)
s !
A AG IMPARES
N (5:0 a 17:0)
G
L
I
N
E
o

Ficura o.4. Sintesis de novo de dcidos grasos en células epiteliales de la glandula mamaria
de rumiantes (adaptado de Chilliard ez 4., 2001).

Fievez et al. (2012) postularon que los valores mas bajos que se desprendian
de las relaciones iso 15:0/is0 17:0 y anteiso 15:0/anteiso 17:0 en leche compara-
das con las de fluido duodenal (Figura 0.5) podrian ser explicadas si se demos-
trase viable la elongacién de cadena de las moléculas de iso 15:0 y anteiso 15:0
una vez abandonado el tracto digestivo. Parecia llamativo en este sentido que la
secrecién en la leche de iso 15:0 + is0 17:0 y anteiso 15:0 + anteiso 17:0 era muy
similar a la suma de estos AG determinada en el duodeno (Fievez ef al 2012).
Esta informacién reforzé la hipétesis sobre la existencia de una actividad elon-
gasa extraruminal sobre los AG iso y anteiso de 15 dtomos de carbono y ademads
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apoy6 la idea de una transferencia casi completa de los AG ramificados totales
desde el duodeno a la leche.

Un estudio posterior llevado a cabo con vacas alimentadas utilizando di-
ferentes dietas (Vlaeminck ez a/., 2015) confirmé un comportamiento similar
(Tabla 0.6). Vlaeminck et a. (2015) descartaron para explicar los incrementos
de is0 17:0 y anteiso 17:0 en leche frente al fluido duodenal, tanto la sintesis de
novo postruminal de estos AG como su movilizacién a partir del tejido adi-
poso. La observacién combinada de una secrecion lictea mis alta en is0 17:0 y
anteiso 17:0 en comparacién con el fluido duodenal y unas relaciones 7s0-15:0/
iso-17:0 y anteiso 15:0/anteiso 17:0 mds bajas en leche reforzaron la idea de un
papel predominante de elongasas post-digestivas que ejercerian su actividad
sobre el iso 15:0 y anteiso 15:0. El valor mas bajo de la relacién iso 15:0/is0
17:0 y anteiso 15:0/anteiso 17:0 en los TG del plasma sanguineo (Tabla 0.6)
respecto a las muestras del fluido duodenal seria ademas indicativo de que la
elongacién podria tener lugar en tejidos distintos al epitelio mamario.

g/g

iso 15:0 / iso 17:0 anteiso 15:0 / anteiso 17:0

Ficura o.5. Relaciones iso 15:0/ anteiso 15:0 e iso 17:0/ anteiso 17:0 en bacterias ru-
minales (trama blanca), fluido duodenal (trama gris) y leche (trama negra) (adaptado de
Fievez et al., 2012).

La sobreexpresién del gen que codifica la elongasa ELOVL6 en rumian-
tes ha sido descrita en células epiteliales mamarias (Xu ez al., 2016), y, mds
recientemente, un estudio iz vifro ha sido el primero en valorar el papel de
esta enzima en la regulacion de la elongacién de AG (Shi ez a/., 2017). La
sobrerregulacién de ELOVL6 aumentaba los indices de elongacién de 16:0 y
18:0 sugiriendo un papel importante de este enzima en el control de longitud
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de cadena de estos AG en la glindula mamaria. Sin embargo, sus efectos sobre
los BCFA quedan pendientes de esclarecer.

2.2. INFLUENCIA DE LA DIETA DEL GANADO
SOBRE LOS CONTENIDOS DE OBCFA

La racién consumida por los rumiantes ejerce una gran influencia sobre la sin-
tesis microbiana de AG. La proporciéon de OBCFA que alcanza el intestino
delgado para ser absorbida puede considerarse un reflejo de las poblaciones mi-
crobianas del tracto digestivo y del efecto que las caracteristicas de la racién con-
sumida tiene sobre ellas. La relacién de forraje/concentrado (F/C),la proporcién
de almidén y fibra en la racién asi como la suplementacién lipidica son, entre
otros, factores que contribuyen a configurar la microbiota intestinal, y por tanto
el perfil de AG de los fluidos digestivos (Vlaeminck et al, 2006a; Buccioni ez aZ.,
2012; Enjalbert e# al., 2017).

2.2.1. EFECTOS DE LA DIETA BASE

Entre los componentes de la dieta, la proporcién de almidén y fibra juega un
papel relevante en la produccién de OBCFA a través de su influencia en el
ecosistema microbiano, y en particular sobre la proliferacién de cepas bacteria-
nas celuloliticas (Vlaeminck ez al., 2004; Cabrita e al., 2009). Un aumento de
almidén en las raciones limita el crecimiento de microorganismos celuloliticos,
promoviendo la proliferacién de bacterias amiloliticas. Como ya se expuso, las
bacterias celuloliticas contienen en sus membranas predominantemente AG
ramificados iso (Fievez ez al. 2012) y son sensibles a valores bajos de pH rumi-
nal que son los caracteristicos de dietas con alto contenido de almidén (Sun
et al. 2010). Vlaeminck ez al. (2006a) observaron que dietas ricas en almidén
disminufan los niveles de iso 14:0, is0 15:0 e is0 16:0 (Tabla 0.7). Igualmente,
el empleo de ensilados de maiz, mas abundantes en almidén que los de pasto
decreci6 las concentraciones de iso 14:0, 750 15:0 e iso 17:0 en grasa de leche.
Estudios posteriores han confirmado la influencia que los contenidos en
fibra y almidén tienen sobre el contenido en OBCFA (Tabla 0.7). Patel ez
al. (2013) reportaron que un aumento de fibra a través de la presencia de en-
silados de pasto en las raciones mejoraba los contenidos en leche de 750 15:0,
iso 17:0, 15:0 y 17:0, mientras que, en ganado caprino, la sustitucién de fibra
en detrimento de almidén en la dieta incrementaba la proporcién de iso 15:0
tanto en el liquido ruminal (Li e# a/., 2014a) como en leche (Li ef al. 2014b).
Estas respuestas se asociaron a una mayor abundancia de bacterias celuloliti-
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cas frente a las amiloliticas. También en cabra, Civico e a/. (2017) midieron
niveles mas elevados de iso0 14:0, is0 17:0 y 15:0 en grasa lactea cuando la ali-
mentacién de los animales basada en un alto contenido en fibra y era pobre en
almidén (Tabla 0.7).

La relacién F/C en las raciones tiene una influencia importante en los con-
tenidos de OBCFA en los productos licteos. Vlaeminck ez al. (2006a) reco-
pilaron toda la informacién publicada en este ambito y concluyeron que una
proporcién mayor de forraje en la dieta base contribuia a un aumento selectivo
de algunos OBCFA en leche. Estos incrementos fueron especialmente sig-
nificativos para iso 14:0 e iso 15:0. En contraste los aumentos de anteiso 15:0
fueron menos acusados y en algunos casos no se producian.

Vlaeminck ez al. (2006a) atribuyeron tales resultados a los diferentes ecosis-
temas bacterianos inducidos por la variacién en la relacién F/C. Un aumento
del concentrado en la dieta favoreceria la proliferacién de bacterias amiloliticas
(Prevotella ruminicola, Ruminobacter amylophilus, Succinivibrio dextrinosolvens)
en detrimento de las celuloliticas (Ruminococcus flavefaciens, Butyrivibrio fibri-
solvens). La presencia preponderante de estos Gltimos microorganismos, como
se ha expuesto en pérrafos precedentes, favoreceria un incremento de AG iso,
mientras la presencia de los primeros podria aumentar los OCFA y anteisos.
Dewhurst ez al. (2007) por ejemplo, observaron niveles més bajos de 15:0 y
17:0 en leche de vacas alimentadas con dietas con una relaciéon F/C alta. Esta
disminucién de los OCFA también fue detectada en ovino al disminuir la pro-
porcién de forraje en la dieta base (Gémez-Cortés e al., 2011a) (Tabla 0.8).

El anilisis de fluidos digestivos extraidos de cabras canuladas duodenal-
mente permitié constatar que el aumento de la proporcién de forraje en la
racién causaba un aumento de todos los OBCFA sintetizados de novo por las
bacterias (Bas ez a/., 2003). Un experimento similar llevado a cabo en ganado
vacuno (Vlaeminck ez al., 2006b) arrojo resultados parecidos. Mis reciente-
mente, Zhang ez al. (2017) confirmaron que los perfiles de OBCFA de fluidos
digestivos en bovino son fuertemente afectados por la relacién F/C en la dieta.
Las concentraciones de 11:0, 13:0, iso 15:0, iso 16:0, is0 17:0 y 17:0 eran mds
altas cuando la proporcién de forraje en la racién era mas abundante. También
observaron que anteiso 15:0 y 15:0 eran mads altos con proporciones mds ele-
vados de concentrado.

2.2.2. EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION LIPIDICA
La inclusién de fuentes de grasa en las raciones ocasiona una reduccién del

contenido de AG sintetizados de novo en las bacterias, debido a una utiliza-
cién preferente de los AG preformados disponibles para la sintesis de FL y la
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constitucion de reservas citoplasmaticas (Bauchart ez 4/, 1990). El aumento
de los contenidos bacterianos de OBCFA cuando la racién no contiene grasa
aiadida podria explicarse porque su menor punto de fusién, en comparacién
con los AG saturados de igual nimero de dtomos de carbono, ayudaria a com-
pensar la escasez de PUFA preformados y mantener la fluidez de los lipidos
necesaria para la funcién de las membranas celulares (Bas ez a/., 2003).

A la hora de utilizar suplementos de origen vegetal en la alimentacién de
rumiantes, también es importante conocer la cantidad de PUFA que puede
ser adicionada sin que aparezcan efectos adversos en la poblacién microbiana
del rumen o sobre la eficacia productiva del ganado. Los suplementos lipidicos
estin restringidos en bovino a niveles menores del 6% en materia seca, pero
el uso de semillas o de aceites protegidos permite superar este nivel al resultar
menos agresivos fisiologicamente (Bauman y Lock, 2006).

La severidad del efecto de los AG incorporados de la dieta sobre la viabili-
dad de las bacterias del rumen es mayor a medida que aumenta la insaturacién
de la molécula. Los efectos serian mds acusados si la configuracién geométrica
del doble enlace es del tipo cis (Vlaeminck ez a/., 2006a). Ademas, no todos los
microorganismos se ven afectados de la misma forma por la suplementacion
lipidica de la dieta. Las bacterias celuloliticas y Gram positivas serfan mds
sensibles que las amiloliticas y las Gram negativas (Maia ez a/., 2007; Yang ez
al. 2009; Enjalbert ez al., 2017).

Los niveles de OBCFA medidos en productos licteos de animales en cuya
dieta han sido incorporados suplementos lipidicos reflejan una disminucién
significativa. Este pauta observada en leche de vaca (Baumann ez a/., 2016;
Vazirigohar ez al., 2018) y otros rumiantes (Gémez-Cortés e al.,2011b; Mar-
tinez Marin ez al., 2011) no sélo es caracteristica de la suplementacién con
semillas de oleaginosas ricas en AG insaturados (Tabla 0.9), ya que puede
extenderse también a aceites de origen marino (Toral ez a/., 2010).

2.3. ACIDOS GRASOS RAMIFICADOS COMO
COMPONENTES BIOACTIVOS

2.3.1. MICROBIOTA INTESTINAL

A pesar de su cardcter minoritario, investigaciones desarrolladas desde co-
mienzos de siglo han desvelado el papel que este grupo de AG puede jugar
como protectores de la salud. La presencia de AG ramificados es muy escasa
en los tejidos humanos de adultos, pero en los estadios finales del desarrollo
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fetal y tras el nacimiento son componentes bioactivos esenciales del tracto
digestivo (Ran-Ressler ez al. 2008).

Aproximadamente, un 30% de los AG presentes en el vérnix caseoso corres-
ponde a los BCFA (Ran-Ressler ez a/., 2008) con una gran variedad de estruc-
turas moleculares entre las que destacan el is0 14:0 y el iso 16:0 (Figura 0.6). El
vérnix es un material ceroso con una textura similar al queso que reviste la piel
del feto y del recién nacido. Consiste en una mezcla de secreciones grasas ori-
ginadas a partir de la semana dieciocho de gestacién y procedentes de las gldn-
dulas sebdceas del feto. El vérnix evita la pérdida de agua, protegiendo la piel
del feto de la deshidratacién, impidiendo su endurecimiento y disminuyendo las
rozaduras y el agrietamiento. En su ausencia, la piel se veria arrugada debido a
la constante exposicién a la composicién acuosa del liquido amnié6tico. Ademas,
el vérnix contribuye a regular la temperatura al actuar como una capa aislante.
No existe otro mamifero terrestre que produzca neonatos cubiertos de vérnix, en
contraste a lo que ocurre con mamiferos acudticos (Wang ez a/., 2018).

Una hipétesis complementaria sefiala el papel del vérnix como agente an-
tibacteriano. Esta idea se basa en qué, en los ultimos meses del embarazo,
las particulas de vérnix se desprenden de la piel y pasan al liquido amniético
incrementando su turbidez. Puesto que durante el dltimo trimestre en el vien-
tre materno el feto ingiere gran cantidad de liquido amnidtico, esta ingesta
arrastra y deja expuesto su intestino a las particulas de vérnix presentes en ¢l
(Ran-Ressler ez al.,2008). De hecho, la vérnix caseosa es considerada el primer
alimento sé6lido que toman los humanos.
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Ficura o.6. Perfiles de ésteres metilicos de dcidos grasos de cadena ramificada encontra-
dos en el vérnix (trama blanca) y en el meconio (trama negra). ai: anteiso; i: iso; Me: metil

ramificado; diMe: dimetil ramificados; * p < 0.05 (adaptada de Ran-Ressler ¢# a/., 2007).
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La gran cantidad de AG ramificados detectados en el meconio (las prime-
ras heces fecales del neonato) constituye un indicio suficientemente relevante
(Figura 0.6) sobre el tipo de microorganismos que comienzan a colonizar el
tracto intestinal del neonato y que se veria favorecido por la presencia de estos
prebidticos no fermentables. Como se ha expuesto en pérrafos precedentes,
los BCFA estin entre las moléculas mds importantes de las membranas de
muchos microorganismos, particularmente de la mayoria de las especies del
genero bacilli (Kaneda, 1977). La sustituciéon de grasa de la dieta por BCFA
en crias de ratas neonatas favorecio la alteracién de su microbioma. Estos cam-
bios se tradujeron en aumentos de los microorganismos capaces de incorpo-
rar BCFA en sus membranas y una reduccién simultdnea de la incidencia de
enterocolitis necrotizante (Ran-Ressler ez a/.,, 2011). Esta patologia es una de
las mayores causas de mortalidad de neonatos prematuros. También se sabe
por estudios in vitro que los BCFA reducen la motilidad y presumiblemente
la virulencia de patégenos como Pseudomonas aeruginosa (Inoue et al., 2008).

La alta concentracién de BCFA, como consecuencia de la presencia del
vérnix en el lumen intestinal del feto, es probable que juegue ademads un papel
importante en el crecimiento y metabolismo de los enterocitos, asi como en
la salud y la regulacién intestinal. Trabajos recientes han reportado que los
BCFA pueden ser incorporados a los FL de las membranas de los enterocitos,
confiriéndoles actividad anti-inflamatoria contra la inflamacién inducida por
lipopolisacaridos (Yan ez al.,2017,2018). Liu ez al. (2017) postularon que esta
incorporacién de los BCFA en los FL contribuiria a modular las propiedades
biofisicas de las membranas. Los BCFA tienen asignadas funciones biofisicas
equiparables a los AG monoinsaturados con configuracién cis pero tienen la
ventaja afiadida frente a ellos, de que carecen de la vulnerabilidad frente al oxi-
geno, intrinseca al grupo alilico caracteristico del doble enlace (Ran-Ressler ez
al.,2014). Los mecanismos implicados en esta propiedad estin pendientes de
elucidacion pero parece que los BCFA podrian interferir con la capacidad de
producir estructuras rigidas, compactas, poco fluidas y con elevado punto de
fusién de los AG saturados no ramificados presentes en los FL de las mem-
branas (Ran-Ressler ez al., 2014).

2.3.2. OTRAS PROPIEDADES BIOACTIVAS

Ademas de sus efectos positivos sobre la composicién de la microbiota intes-
tinal la presencia de BCFA en la dieta podria también redundar beneficiosa-
mente en la prevencién de distintas enfermedades crénicas. El primer trabajo
donde se atribuye actividad anticancerigena a los BCFA data de principios
de siglo. En dicho estudio, Yang e a/. (2000) describen los efectos inhibito-
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rios de is0 15:0 sobre la proliferacién celular y la induccién de la apoptosis
en lineas celulares de cdncer de prostata, leucemia y adenocarcinoma. Mis
recientemente, Cai ez a/. (2013) dieron cuenta de que el 750 15:0 podria contri-
buir a la inhibicién de linfomas humanos. Estudios desarrollados por Wong-
tangtingtharn ez a/. (2004, 2005) encontraron que los BCFA podrian inducir
apoptosis en células de cincer de mama e inhibir el desarrollo de tumores en
cultivos celulares y modelos animales.

Por otro lado, en un trabajo reciente en humanos con sobrepeso (Mika ez
al., 2016) se apunté por primera vez la posibilidad de que la abundancia de
BCFA iso en suero sanguineo se correlacionase inversamente con la presencia
de TG vy estuviese asociada negativamente con otros indicadores caracteristi-
cos de procesos inflamatorios. En todo caso, los efectos beneficiosos de este
grupo de AG precisan de mas investigacién que contribuya a esclarecer los
mecanismos que subyacen en la prevencién de distintas patologias.

2.4. ACIDOS GRASOS DE CADENA IMPAR
COMO COMPONENTES BIOACTIVOS

Distintos trabajos desarrollados durante estos ultimos afios han mostrado que
15:0 y 17:0, los AG impares mds abundantes en productos licteos, podrian
ejercer efectos saludables en la salud humana (Jenkins ez a/, 2015, 2017). Se
ha comprobado, por ejemplo, que existe una asociacién inversa entre la con-
centracién de ambos AG en plasma sanguineo y el riesgo de diabetes tipo 2
(Yakoob ez al., 2016; Pfeuffer & Jaudszus, 2016; Risérus & Marklung, 2017).
Este resultado se ha observado también en poblaciones europeas sometidas
a distintos regimenes alimentarios (Forouhi e# al, 2014). Incluso varios es-
tudios de prospectiva sobre enfermedades cardiovasculares en humanos han
comprobado que la concentracién en plasma de estos AG estd asociada con
un riesgo mds bajo de enfermedades cardiovasculares (Khaw ez a/., 2012; Otto
et al., 2013; Liang ez al., 2017). Sin embargo, se precisa una investigaciéon mds
detallada que contribuya a dilucidar las rutas metabélicas implicadas en estos
efectos saludables.
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3. ACIDOS GRASOS TRANS

3.1. DEFINICION

No existe una definicién uninime de AGT que concierna a toda la comuni-
dad cientifica internacional. La European Food Safety Authority (EFSA) los
define como «todos aquellos dcidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados
que tengan al menos un doble enlace en configuracién #rans» (EFSA, 2004).
Sin embargo, la Comisién Mixta FAO/OMS (OMS/WHO, 2004) del Codex
Alimentarius tiene una visién mds restrictiva y considera AGT solo aquellos
«dcidos grasos insaturados que contienen uno o varios dobles enlaces aislados
(no conjugados) en una configuracién #rans» coincidiendo con la definicién
que algunos paises como Estados Unidos, Canadd y Dinamarca dan de estos
componentes en su legislacion. Esta restriccién es importante puesto que las
grasas licteas son de los pocos alimentos que poseen cantidades apreciables
de PUFA con dobles enlaces conjugados y el valor nutricional de los mismos
puede ser relevante tal como se expondra en detalle posteriormente.

3.2. ORIGEN DE LOS ACIDOS GRASOS TRANS

Las dos principales fuentes de AGT en los alimentos son la hidrogenacién
industrial de grasas vegetales ricas en AG insaturados y la biohidrogenacién
ruminal (BHR) llevada a cabo en el tracto digestivo de distintas especies de
rumiantes. La hidrogenacién industrial se desarroll6 a principios del pasado
siglo y consiste en introducir gas hidrégeno en aceites vegetales ricos en AG
insaturados, bajo condiciones variables de presion y temperatura y en presencia
de un metal como catalizador. Mediante esta tecnologia los AG insaturados
de los aceites vegetales se hidrogenan parcial o totalmente para producir grasas
s6lidas o semisélidas, que son menos susceptibles a la oxidacién. Si el producto
se hidrogena a saturacién se obtiene una grasa completamente saturada y de
alto punto de fusién, que no presenta isémeros cis y #rans. Sila hidrogenacién
se realiza bajo condiciones controladas (hidrogenacion parcial), se obtienen
una mezcla de AG saturados, monoinsaturados, y pequefias cantidades de po-
liinsaturados, con isomeria cis y frans. En este proceso, los dobles enlaces de
los AG se transforman de la configuracién cis a #rans o cambian de posicién
dentro de la cadena hidrocarbonada. Los contenidos de AGT y de isémeros
tormados en la hidrogenacién industrial son muy variables y dependen de
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pardmetros tales como del tipo de AG insaturados de partida, de la naturaleza
del catalizador utilizado y de las condiciones de hidrogenacién. Los AG que
se forman son, principalmente, isémeros geométricos y posicionales del dci-
do oleico. El perfil isomérico de estos productos se atiene a una distribucién
gaussiana con los contenidos mds elevados para las moléculas con configura-

cién trans-9, trans-10, trans-11'y trans-12 18:1 (Figura 0.7D) siendo el dcido
elaidico (#rans-9 18:1) el mas abundante.
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Ficura o.7. Distribucién de los isémeros trans 18:1 en grasa lictea de (A) cabra, (B) vaca,
(C) Mujer y (D) grasa vegetal hidrogenada. El eje de abscisas muestra la posicién del do-
ble enlace en la cadena hidrocarbonada. Tomada de Shingfield ez a/. (2008).

La BHR se produce de forma natural en el rumen, la principal cavidad
digestiva de las especies animales poligistricas. Es el resultado de la accién de
enzimas de la microbiota digestiva que transforman los AG insaturados de la
dieta en saturados, siendo los AGT intermediarios de estas reacciones enzi-
miticos. La BHR es un mecanismo de defensa de los microorganismos contra
la toxicidad que para ellos representa la presencia de moléculas de PUFA.
Debido a la BHR, la mayor parte de los dcidos oleico, linoleico y a-linolénico
aportados por la racién se terminan transformando en dcido estedrico (18:0).
Sin embargo, el proceso no es completamente eficiente y resulta en la acu-
mulacién ruminal de numerosos AG mono y poliinsaturados caracteristicos
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(isémeros cis y trans de los dcidos oleico, linoleico y a-linolénico) (Or-Rashid
et al., 2009; Shingfield y Wallace, 2014; Ferlay ez al., 2017) que se transfieren a
la glandula mamaria. Su presencia en la grasa lictea se puede relacionar direc-
tamente con los AG insaturados mayoritarios en la racién consumida por los
animales (Bodas ez a/., 2012, Martinez Marin ez al., 2011, 2015).

Alimentos como la leche y la carne de rumiantes contienen AGT de for-
ma natural. Entre estos, los monoinsaturados de 18 4dtomos de carbono son
los mds abundantes. El #7ans-11 18:1 también conocido como 4cido vacénico
(AV) es el isémero cuantitativamente mds importante, constituyendo entre el
30 y el 50% de los édcidos #rans 18:1 totales. En menor proporcién estin los
isémeros del rans-9 a trans-16 C18:1 (Figura 0.7A 'y B).

En definitiva, los perfiles de los AGT en las grasas de las especies de ani-
males rumiantes y en los aceites vegetales parcialmente hidrogenados son si-
milares, con isémeros #7ans comunes, pero las proporciones pueden variar sus-
tancialmente. La composicién de AG #rans 18:1 en la leche humana (Figura
0.7C) simula una mezcla de ambos perfiles, probablemente como consecuen-
cia de la ingesta de grasas procedentes tanto de rumiantes como de alimentos
que contienen ingredientes de origen industrial.

3.3. ORIGEN DEL ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

CLA es el acrénimo que comprende un grupo de isémeros de dcido linolei-
co con dobles enlaces conjugados que difieren en posicién y geometria (cis o
trans). La fuente de CLA en la dieta humana son casi exclusivamente la carne
de rumiantes y, principalmente, los productos licteos con contenido en grasa
(Van Wijlen y Colombani, 2010). Las concentraciones totales de CLA en
leche provenientes de rumiantes no sometidos a regimenes especiales oscilan
entre 0.3-1.0% del total de AG de los productos licteos.

Los isémeros conjugados del 4cido linoleico en las leches de rumiantes
presentan posiciones de los dobles enlaces de 7-9 a 12-14 y cubren las cuatro
configuraciones geométricas posibles (cis-cis, cis-trans, trans-cis y trans-trans).
El principal isémero de CLA es el dcido ruménico (cis-9, trans-11 18:2, AR)
que representa, al menos, el 75% del CLA total. Otros isémeros de CLA como
el trans-10 cis-12 también estdn presentes de forma natural en la fraccién lipi-
dica de los productos licteos, pero en cantidades muy bajas (Tabla 0.10).

Las dos vias de formacién del AR en rumiantes son las que parten de los
acidos linoleico y a-linolénico de la dieta (Figura 0.8). Los procesos de bio-
sintesis implican la absorcién intestinal de los compuestos intermedios produ-
cidos en el rumen por BHR de los PUFA de la racién y/o su posterior conver-
sién a AR en la glindula mamaria. Una parte del AR se genera directamente
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en el rumen por isomerizacién directa del acido linoleico. Tras la absorcién
intestinal el AR viaja a través del torrente sanguineo hasta la glindula mama-
ria donde se transfiere a los TG de la leche. Sin embargo, la mayoria del AR
que finalmente termina en la grasa lictea proviene de la sintesis endégena en
la glandula mamaria. Se forma por desaturacién del doble enlace del carbono
11, gracias a la enzima A9 desaturasa utilizando como sustrato el AV generado
en el rumen (Figura 0.8). El porcentaje endégeno de AR es de, al menos el
60% en leche de vaca (Mosley ez al. 2006), oveja (Bichi e al. 2012) y cabra
(Bernard ez a/. 2010).

TasLra o.10. Contenido minimo y méximo (% de dcidos grasos totales) de isémeros del
dcido linoleico conjugado individuales en leche de vaca, oveja y cabra. Los datos han sido

tomados de Ferlay ez a/. (2017)1 y Shingfield ez a/. (2013)2. NR: no reportado.

Isémero Vaca' Oveja? Cabra'
cis—Cis

cis-9 cis-11 NR NR 0.001-0.002
cis-trans

cis-9 trans-11 0.586-1.186 0.386-0.960 0.685-0.828
cis-12 trans-14 0.001-0.006 0.001-0.001 0-0.002
frans-cis

trans-7 cis-9 0.030-0.054 0.026-0.040 0.028-0.040
trans-8 cis-10 NR 0.020-0.020 0.009-0.019
trans-9 cis-11 0.008-0.250 0.010-0.020 0.002-0.026
trans-10 cis-12 0.004-0.070 0.001-0.010 0.001-0.008
trans-11 cis-13 0.012-0.120 0.010-0.020 0.007-0.028
trans-12 cis-14 NR NR 0.002-0.003
trans-trans

trans-7 trans-9 0.002-0.007 0.008-0.009 0.003-0.007
trans-8 trans-10 0.002-0.004 0.010-0.011 0.002-0.004
trans-9 trans-11 0.009-0.012 0.009-0.011 0.013-0.021
trans-10 trans-12 0.003-0.008 0.005-0.006 0.003-0.003
trans-11 trans-13 0.015-0.160 0.010-0.030 0.003-0.009
trans-12 trans-14 0.007-0.017 0.010-0.010 0.002-0.009
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Acido a-linolénico Acidolinoleico
cis-9 cis-12 cis-15 C18:3 cis-9 cis-12 C18:2

Butyrivibrio fibrisolvens

Isomerasa “ Isomerasa

v

CLA
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Ficura o.8. Rutas metabdlicas de formacién de cis-9 #rans-11 18:2 (4cido ruménico) en
grasa lctea de rumiantes a partir de dcido linoleico y dcido a-linolénico.

3.4.INFLUENCIA DE LA DIETA DEL GANADO SOBRE AGT Y CLA

El rumen es la cavidad digestiva mas importante de los rumiantes, donde se
generan las modificaciones mis relevantes de los AG de la dieta. Los lipidos
entran en el rumen esterificados bien como TG, glicolipidos o PL. Alli son
severamente alterados por la microbiota mediante dos procesos. El primero, la
lipolisis, libera los AG y el segundo, la BHR, como se mencioné anteriormen-
te, los transforma en moléculas mas saturadas. Bajo condiciones normales, la
lipolisis es casi completa poco después de la ingesta, mientras, en contraste, la
BHR se ve notablemente afectada por el tipo de alimentacién.

La modificacién de la dieta basal del ganado y, sobretodo, la suplementa-
cién lipidica de la misma, son las vias que inciden de forma mds pronunciada
sobre el perfil de AG de los fluidos digestivos y de la leche, particularmente los
trans, y han sido objeto de gran nimero de estudios y revisiones (Bauman ez
al.,2006; Aldai ez al. 2013; Ferlay ez al., 2017). Independientemente de su ori-
gen, todos los AG insaturados de la racién son susceptibles de ser biohidroge-
nados. Las rutas de BHR del 4cido linoleico y del a-linolénico, los dos PUFA
mas importantes presentes en la alimentacién de rumiantes, se muestran en
las Figuras 0.9 y 0.10. Junto a la rutas principales, con intermediarios bien
estudiados y reconocidos, se dibujan también potenciales vias alternativas que
darian lugar a un variado espectro de moléculas con isomeria #rans. Una parte
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de los mismas, particularmente los de estructura 18:3 atin no han sido detec-

tados en productos licteos.

3.4.1. DIETA BASE

Los regimenes alimenticios basados en el empleo de concentrados, propios de
précticas ganaderas intensivas, suelen dar lugar a contenidos mas bajos de AV'y
AR en la grasa lictea que aquellos otros donde es habitual la alternancia entre
estabulacién y pasto libre durante las diferentes estaciones del afio. Dietas con
una baja relacién forraje/concentrado disminuyen la hidrogenacién de los AG
trans monoenoicos a dcido estedrico y aumentan los niveles de #7ans-10 18:1y
otros AG #rans monoinsaturados (Piperova ez al., 2002; Sackmann ez al., 2003;
Gomez-Cortés ef al., 2011a). Este cambio en el metabolismo ruminal parece
estaria asociado a una disminucién en el pH (Kalscheur ez /., 1997; Fuentes ez
al.,2009) y a la proliferaciéon de bacterias implicadas en rutas de biohidroge-
nacién alternativas (Figura 0.9). Los aumentos en los contenidos de #7ans-10
18:1 habitualmente en detrimento de AV han sido también atribuidos a dietas
abundantes en carbohidratos altamente digeribles como almidén y bajas en

fibra (Glasser ez al., 2008; Mohammed ez a/., 2010).
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Ficura o.9. Vias metabdlicas de transformacién del 4cido linoleico en el rumen. Las
flechas con linea continua indican las rutas principales confirmadas mientras las lineas
discontinuas indican rutas putativas. Tomada de Ferlay 7 a/. (2017).
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El pasto fresco es una fuente muy rica de acido a-linolénico y la leche de los
rumiantes alimentados con ellos contienen mayores niveles de AR, AV y a.-li-
nolénico a cambio de una menor proporcién de AG saturados (Gémez-Cortés
et al., 2009a). El pasto maduro es, en contraste, mas pobre, tanto en lipidos to-

tales como en dcido a-linolénico lo que induce niveles més bajos de este PUFA
y de AR en leche. Las especies predominantes en los pastos (leguminosas vs
gramineas), su grado de madurez y su contenido lipidico son factores que tam-
bién influyen en el efecto sobre el perfil de AG grasos de la leche.
La altura a la cual se encuentran los pastos puede también modificar la
composicién de AGT de la leche, siendo el ganado de las tierras altas el que
produce leche con cantidades mds elevadas de dcidos oleico, a-linolénico y AV

(Leiber e# al., 2004; Chilliard ez a/., 2007). Se ha postulado que la causa seria la

mayor diversidad botdnica de los pastos alpinos respecto a las tierras bajas (Fal-

chero ez al., 2010). La dicotiledéneas contienen ingredientes como los polife-
noles y terpenos que podrian inhibir la BHR ruminal de los PUFA de la dieta.
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Ficura o.10. Vias metabdlicas de transformacién del dcido a-linolénico en el rumen. Las
flechas con linea continua indican las rutas principales confirmadas mientras las lineas

discontinuas indican rutas putativas. Tomada de Ferlay ez a/ (2017).

La leche de rumiantes posee distintas moléculas de AG #rans 18:2 no con-
jugados. En raciones sin suplementacién lipidica, el contenido global de estos
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isémeros no suele superar el 1% del total de AG. El isémero #rans-11 cis-15
18:2 es el mas abundante en dietas basadas en pasto o ensilados de hierba
(Bernard ez al., 2009; Mohammed ez al., 2009; Halmemies-Beauchet-Filleau
et al., 2011), mientras cis-9 trans-13 18:2 es el mdas caracteristico de raciones
ricas en ensilados de maiz o con alta proporcién de concentrado (Bernard ez

al., 2009; Hristov et al., 2011).

3.4.2. SUPLEMENTACION LIP{DICA DE LA DIETA

Aunque la dieta base puede jugar un papel importante sobre el perfil de AGT
de la leche el efecto de la adicién de fuentes de grasa a la racién de las hem-
bras rumiantes es cuantitativamente mucho mds importante y ha sido objeto
de distintas revisiones en profundidad (Aldai ez a/, 2013; Shingfield ez al.,
2013; Ferlay ez al., 2017). De acuerdo con Martinez Marin ez al. (2013a), 1a
inclusién de semillas o aceites en la racién modifica extensamente el perfil
de AG de la grasa lictea y los cambios ocurren en el mismo sentido en vacas,
ovejas y cabras. Algunos de los efectos observados son comunes a todos los
aceites y semillas con independencia del 4cido graso mayoritario que aportan
a la racién (oleico, linoleico o a-linolénico): no suelen afectar negativamente
al contenido de dcido butirico, reducen el de AG saturados de cadena media,
y aumentan el de AG insaturados entre ellos los #rans.

La incorporacién a la dieta del ganado de distintos tipos de aceites re-
dunda en una mejora de los contenidos totales de #7ans 18:1 en alimentos
derivados de rumiantes. Los suplementos ricos en acido oleico (oliva), li-
noleico (girasol, soja) y a-linolénico (lino) ademds alteran la distribucién
de isémeros #rans 18:1 resultando en un enriquecimiento especifico de los
isémeros trans 6-8, trans 10-12,y trans 11-16, respectivamente (Chilliard ez
al.,2007; Shingfield ez al., 2008). Los aumentos de #rans 18:1 en respuesta a
aceite de pescado o algas suelen estar asociados con niveles mds elevados de
trans-6 a trans-15 18:1 y disminuciones de #7ans-16 18:1 y en dietas bajas en
forraje o con una proporcién elevada de concentrados, el #7ans-10 18:1 suele
reemplazar al AV como isémero predominante (Shingfield ez a/., 2013).

Colectivamente, la suplementacién de la dieta del ganado con aceites de
semilla puede modificar al alza también el contenido en AG #frans 18:2 no
conjugados hasta alcanzar un 2-3% de AG totales (Bernard ez a/., 2009). Es-
tos AG se originan en el rumen a partir de PUFA de 18 carbonos de la dieta,
pero también hay evidencias que apuntan que el ¢is-9, frans-12 18:2 y el ¢is-9,
trans-13 18:2 pueden sintetizarse endégenamente (Shingfield ez a/., 2008).

La combinacién de aceites vegetales ricos en PUFA con otros de origen
marino (algas o pescado), es uno de los medios mds efectivos y seguros para
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incrementar el AR en leche. Sin embargo, hay una considerable variacién en
la respuesta debido a factores como la composicién de la dieta basal, la pro-
porcién de cada aceite en la racién e incluso la raza del animal (Shingfield
et al.,2013).

La distribucién de isémeros de CLA en leche de rumiantes indica que la
incorporacién a la racién de una fuente de acido oleico aumenta ademds la
concentracién de frans-7 cis-9 CLA, la de una fuente de 4cido linoleico re-
sulta en niveles mds altos de isémeros frans-8 cis-10, trans-10 cis-12, trans-9,
trans-11 and #rans-10, trans-12 mientras el dcido o-linolénico conduce a un
enriquecimiento en cis-11 frans-13, cis-12 trans-14, trans-11 cis-13, trans-11
trans-13 y trans-12 trans-14 CLA (Chilliard ez a/., 2007; Martins ez al.,
2007; Shingfield ez al., 2008).

La leche de rumiantes también posee cantidades traza de diferentes is6-
meros de dcido linolénico conjugado (Destaillats ez al., 2005; Plourde ez al.,
2007; Gémez-Cortés et al., 2009b). Las concentraciones de cis-9 frans-11
cis-15 18:3 y ¢is-9 trans-11 trans-15 18:3 en leche son muy bajas en dietas
convencionales (6 a 30 y 10 a 14 mg/100 g de AG totales respectivamente),
pero su contenido se multiplica por siete en dietas con presencia relevante de
dcido a-linolénico (Gémez-Cortés ef al., 2009b; Halmemies-Beauchet-Fi-
lleau et al., 2011; Hristov ez al., 2011).

La forma de incorporacién de los sustratos lipidicos puede también in-
fluir en los niveles de AG #ransy CLA que son incorporados a la grasa lictea.
Distintos trabajos han apuntado que las semillas procesadas (en forma ex-
trusionada, micronizada, molida, calentada, etc.) generan mayores aumentos
en los contenidos de CLA en leche que aquellas que se ofrecen intactas,
probablemente porque los TG son mds accesibles a los microorganismos
responsables de la BHR (Chilliard ez al., 2009; Doreau ez al., 2009; Ferlay ez
al.,2017). De la misma forma se ha comprobado que el aceite en forma libre
es siempre mds efectivo que la adicién de semillas, por la mayor disponibili-
dad de los AG a la microflora de la cavidad ruminal (Lock y Bauman, 2004).

En general se puede afirmar que los AG mayoritarios de los aceites de se-
millas oleaginosas (oleico en oliva, linoleico en girasol y a-linolénico en lino)
que se emplean en la suplementacién de la dieta del ganado son los principa-
les responsables de las modificaciones en el perfil isomérico de los AG de 18
dtomos de carbono de la grasa de leche. Sin embargo, algunos de los cambios
observados podrian ser inducidos o influenciados por otros AG minoritarios
también presentes en estos aceites vegetales. Martinez Marin ez al. (2015)
aplicaron un andlisis de factor principal a leches de cabra cuyas raciones ha-
bian sido suplementadas con distintas fuentes lipidicas vegetales y observaron
que, si bien ciertos AG #rans son exclusivos de la presencia en la dieta de un
solo tipo de aceite, otros muchos isémeros podian tener un origen multiple.
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3.5. ACIDOS GRASOS TRANS Y SALUD. EVIDENCIAS CIENTIFICAS

3.5.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Desde que Mensink y Katan (1990) reportaron por primera vez que la in-
gesta de AGT favorece el incremento de las lipoproteinas de baja densidad
(colesterol LDL) y disminuye la de alta densidad (colesterol HDL) en plas-
ma humano, se han realizado multitud de estudios (European Commission,
2015) dirigidos a evaluar la incidencia de estos AG en las enfermedades car-
diovasculares (ECV). El problema de los AGT se atribuye generalmente a
su capacidad para distorsionar las membranas celulares afectando a la fluidez
natural de las mismas. La interferencia de los AGT entre las moléculas de
tostolipidos, constituyentes lipidicos mayoritarios de las membranas, afectaria
negativamente la estructura fisica de las mismas. Este hecho tiene amplias im-
plicaciones metabdlicas y puede incidir en el desarrollo de distintas patologias.

Se ha estudiado la relacién entre el consumo de AGT y el riesgo de patolo-
gias cardiovasculares. La EFSA en 2004 (EFS, 2004) concluyé que existe una
alta correlacion entre ambos. Mozaffarian ez al. (2006) observaron que una
ingesta diaria de AGT superior al 2% de la energia total de la dieta incrementa
significativamente la incidencia de ECV y que el aumento de este riesgo es
directamente proporcional a la cantidad de AGT ingerida en un amplio inter-
valo de ingesta, desde 1,3 a 16,1 g/dia.

La Organizacién Mundial de la Salud recomienda consumir no mds del
1% de AGT sobre la ingesta diaria total de energia (OMS/WHO, 2010),
mientras que la Unién Europea informa que la ingesta deberia ser tan baja
como sea posible (European Commission, 2015). En cualquier caso, es impor-
tante especificar el origen de los AGT, ya que los efectos podrian depender del
contenido en los distintos isémeros que, como se ha indicado anteriormente,
varfan con cada tipo de grasa. La fuente principal de AGT en la dieta huma-
na son las grasas vegetales parcialmente hidrogenadas, aunque también estin
presentes en la grasa de los rumiantes (Brouwer ez a/., 2013).

El contenido medio de AGT en productos licteos es bajo y su aporte, fren-
te al conjunto de la ingesta total de energia, se encuentra en torno al 1% (Wan-
ders ez al. 2017). Hay una serie de trabajos que apuntan que el consumo de
cantidades moderadas de AGT procedentes de la grasa de leche, no contribui-
ria a aumentar los riesgos cardiovasculares por la ingesta de productos licteos,
quedando confinados los efectos desfavorables sobre los factores de riesgo de

ECV alos AGT de origen industrial (Gayet-Boyer ez al., 2014; Nestel, 2014).
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Se ha argumentado que el bajo impacto negativo de los AGT de origen
licteo en la salud seria una consecuencia de la ingesta limitada de este tipo de
grasa en la dieta. Un ensayo clinico documenté que niveles muy altos de AV
(10 veces miés que la cantidad que se consume normalmente) tuvieron efectos
similares sobre los factores de riesgo de ECV, a los que producian los AGT de
origen industrial (Gebauer ez a/., 2015). Motard-Belanger ez 4., (2008) tam-
bién observaron que, si bien una ingesta elevada de AGT de cualquier fuente
afectaba adversamente a los niveles de colesterol LDL y HDL del plasma, el
consumo de AGT de rumiantes en cantidades moderadas, pero que excedian
la ingesta normal, tenfa un efecto neutro sobre el riesgo de ECV. Ademis, la
mayoria de los estudios declaran que la asociacién positiva entre el consumo
de AGT y el riesgo de ECV podria explicarse completamente por la ingesta de
AGT de origen industrial y, al menos, no se informaron cambios al aumentar
los AGT de fuentes de rumiantes (Jakobsen ez al., 2008; Gebauer ef a/. 2011,
Bendsen ez al., 2011). Una revisién mds reciente relacionada con los AGT de
rumiantes deja claro que no se les puede atribuir ningin efecto fisiolégico
adverso convincente y que solo un consumo extremadamente alto de AGT de

origen natural causaria efectos negativos sobre los lipidos del plasma (Kuhnt
et al. 2016).

3.5.2. EFECTOS ESPECIFICOS DE ISOMEROS INDIVIDUALES

Las conclusiones de los estudios anteriormente mencionados estin basadas
en el supuesto de la existencia de dos grupos homogéneos diferenciados de
AGT. Sin embargo, durante mucho tiempo, los efectos en la salud de AGT
han ignorado el papel de los isémeros individuales, probablemente debido a
su falta de disponibilidad comercial. Vahmani ez a/. (2015a,b) describieron, en
adipocitos de ratén, que los isémeros frans-18:1 se metabolizan de manera
diferente y tienen diferentes propiedades lipogénicas, en las que la posicién del
doble enlace desempefiaria un papel esencial. E1 AV y el isémero #rans-13, por
ejemplo, mostraron la mayor actividad de la enzima A9 desaturasa mientras
trans-9 favorecia la expresion de distintos genes lipogénicos. Los efectos de los
isémeros frans-18:1 individuales también se compararon en las células hepiti-
cas. Trans-6, trans-9 y trans-10-18:1 inducian la expresién de genes implica-
dos en aumentos de TG y ésteres de colesterol, en contraste a otros isémeros
como el AV (Vahmani ez al., 2017).

Field ez al., (2009) revisaron la informacién publicada sobre los efectos del
AV en lineas celulares, modelos animales y humanos. Concluyeron que los
estudios epidemioldgicos, clinicos y de roedores hasta esa fecha, no avalaban
una relacién entre AV y ECV, resistencia a la insulina o generacién de proce-
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sos inflamatorios. Desde entonces, una serie de efectos positivos para la salud
se han atribuido especificamente al AV. Un estudio de seguridad oral aguda en
ratas alimentadas con una grasa lictea fuertemente enriquecida en AV dismi-
nuy6 significativamente el contenido de TG en plasma sanguineo sin generar
efectos metabdlicos perjudiciales ni influir negativamente en los pardmetros
toxicolédgicos (Anadén ez al., 2010). Otros trabajos més recientes con modelos
animales han acumulado nuevas evidencias sobre las ventajas metabdlicas de
la presencia de AV en la dieta (Wang e al., 2012; Jacome-Sosa ez al., 2014;
Wang ez al., 2016).

AGENTE
ANTICARCINOGENICO
MODULADOR DEL ' DISMINUYE LA GRASA
SISTEMA INMUNE \ L / CORPORAL
@ ®
N\ X
AGENTE , \ FAVORECE LA
ANTIDIABETICO = MINERALIZACION OSEA
AGENTE
ANTIARTERIOESCLEROTICO

Ficura o.11. Efectos beneficiosos del 4cido linoleico conjugado (CLA) observados en
experimentos in vitro y con modelos animales. Tomada de De la Fuente y Judrez (2004).

Aparentemente, la importancia del AV radica en su papel como precursor
de AR, uno de los compuestos bioactivos mds relevantes presentes en la grasa
de la leche (ver la siguiente seccion). Inicialmente, se creia que la sintesis end6-
gena de AR solo se producia en la glindula mamaria de rumiantes, pero como
se ha indicado se ha demostrado que este isémero de #7ans 18:1 también se
sintetiza a través de la A9 desaturasa presente en tejidos humanos (Van Wijlen
y Colombani, 2010). Ademis, hay evidencias crecientes que sugieren que la
bioactividad del AV es independiente de su papel como promotor o sustrato
enzimdtico para la formacién de AR. Por ejemplo, se ha documentado que
el AV suprime la proliferacién de células MCF-7, lo que indicaria que este
isémero ejerceria un efecto anticancerigeno directo sobre el adenocarcinoma
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humano (Lim ez al., 2014). Herrera-Meza et al. (2013) también reportaron
efectos beneficiosos sobre los biomarcadores de riesgo de ECV en ratas hi-
pertensas alimentadas con una dieta que incluia grasa de leche enriquecida
naturalmente en AV y AR, incluso cuando se administré un inhibidor de la
A9 desaturasa. Otros trabajos en modelos animales han revelado también las
propiedades como agente antiinflamatorio en el metabolismo lipidico que po-
dria desempenar este isémero 18:1 al margen de su papel como sustrato para
la sintesis de AR (Jaudszus ef al., 2012; Jacome-Sosa ez al., 2016).

Los isémeros frans monoinsaturados distintos de 18:1 también se pueden
encontrar en la grasa de la leche en pequefias cantidades (Jensen, 2002), pero
sus efectos en la salud humana son muy poco conocidos. Solo el #ans-9 16:1,
un biomarcador natural de grasa de leche, ha merecido cierta atencién. La pre-
sencia de este isémero en humanos se ha asociado negativamente con la inci-
dencia de diabetes (Mozaffarian ez al., 2010, 2013), la mortalidad relacionada
con la ECV y la muerte subita cardiaca (Kleber ez a/., 2016). Estas evidencias
indican el interés de mds investigacién sobre el mismo en el futuro.

3.6. EL ACIDO RUMENICO COMO COMPONENTE
BIOACTIVO DE LA LECHE

Desde la identificacién del CLA como un compuesto capaz de inhibir la car-
cinogénesis (Ha ez al., 1987), la investigacién sobre este AG ha experimentado
un crecimiento exponencial. Hay mds de 5.000 publicaciones relacionadas
con CLA solo en los ultimos diez afios (Web of Science, octubre de 2018), que
reflejan el interés cientifico en estas moléculas. Los efectos potencialmente
beneficiosos atribuidos al CLA en la literatura cientifica son muy numerosos
(Figura 0.11). Entre ellos cabe destacar su papel como agente antitumoral
(Kelley ez al., 2007; Jun, 2016; Shokryzadan e al., 2017) y antiarterioescler6-
tico (Dilzer y Park, 2012; Kim ez a/., 2016; Bruen ez a/., 2017). La mayoria de
estas propiedades bioactivas se han relacionado con dos isémeros, el #7ans-10
cis-12 y el AR. Como ya se expuso previamente el primero es muy escaso en
leche mientras el segundo es abundante en dicho alimento.

Los distintos efectos bioactivos observados para el AR y el frans-10 cis-12
18:2 pueden ser atribuidos a las diferencias estructurales entre las dos molé-
culas que son derivadas de la posicién y la geometria de los dos dobles enlaces
(Figura 0.12). Trans-10 cis-12 18: 2 se oxida mds eficientemente que el AR
(Churruca ez al., 2009) porque sus dobles enlaces estdn mds expuestos y, como
resultado, su papel se relaciona con procesos catabélicos como la lipolisis o la
oxidacién de grasas. En contraste, el AR se ha asociado mayoritariamente a
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efectos anabélicos y antiinflamatorios (Reynolds y Roche, 2010; Ferlay ez al,
2017; Lordan y Zabetakis, 2017).

Los procesos inflamatorios celulares subyacen en la patogenia de las ECV,
la diabetes, las infecciones virales o el cincer y el AR ha demostrado un gran
nimero de efectos positivos contra la respuesta inflamatoria en distintos mo-
delos in vitro y animales (Viladomiu ez a/., 2016). Esta actividad antiinflama-
toria estaria vinculada a dos vias metabdlicas que concurren en las células, la
plasmitica y la nuclear.

Acido Vacénico
trans-11 C18:1

Acido Ruménico
cis-9 trans-11 C18:2

trans-10 cis-12 C18:2

Ficura o.12. Estructura quimica del #rans-11 18:1, ¢is-9 trans-11 18:2 y del #rans-10 cis-
12 18:2. Tomada de Gémez-Cortés y De la Fuente y Judrez (2010).

En la via plasmitica el AR intervendria disminuyendo la sintesis de ei-
cosanoides (citoquinas, tromboxanos, prostaglandinas) pro-inflamatorios que
se originan a partir del metabolismo del dcido araquidénico (20:4 n-6) y su
precursor celular, el dcido linoleico. Como se muestra en la Figura 0.13, el AR
competiria con estos AG por las mismas rutas enzimaticas. En primer término,
el AR dificultaria la sintesis de 20:4 n-6 a partir de linoleico. Por otro lado,
el AR contribuiria a disminuir la formacién de eicosanoides proinflamatorios
generados a partir de 20:4 n-6, compitiendo por las mismas ciclooxigenasas
y lipoxigenasas. Globalmente la produccién de eicosanoides conjugados esta-
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ria relacionada con la prevencién de procesos de inflamacién, vascularizacién,
promocién de tumores y respuesta inmune (Belury, 2002, Yang ez a/., 2015).

En la via nuclear el AR operaria como un ligando de alta afinidad de los
denominados Receptores Activados por Proliferadores Peroxisémicos (PPAR
en sus siglas en inglés). Aquellos PPAR activados por el AR (Figura 0.13)
actuarian como reguladores negativos de genes diana implicados en la modu-
lacién de la inflamacién, carcinogénesis, adiposidad, diabetes y generacién de
enfermedades cardiovasculares (Bellury e# al., 2002; Yang ez al., 2015; Vilado-
miu ez al., 2016).

Dieta c9 t11 18:2 (AR)
T 11 18:1(AV) | 7 £ 5 ik
[ 18216 (AL) l Célula Eucariética
20:4 n-6 (AA) l Agdmmf/é ®\
9c1218:2
l A6 desaturasa ' PPA R@
\
€69 c12 18:3 €69 t11 18:3 PPAR
l Elongasa ‘l
c8c11 c14 20:3 c8c11 t13 20:3
A5 desaturasa PPA R®
€5 c8 c11 c14 20:4 €5 c8 c11 t13 20:4 7
LoX COX « 1, Inflamacién )

Leucotrienos Prostaglandinas 22 reducida Diferenciacién de adipocitosTranscripcion

Tromboxanos < Accién de la Insulina
A\ ~ / Metabolismo lipidico
Eicosanoides Cancer

Inflamacion Inflamacion

roinflamatorios oy
pLl Vascularizacién
j Promocién tumoral

FicuraA o.13. Mecanismos de accién del ¢is-9 #rans-11 18:2 (4cido ruménico, AR) en el
metabolismo celular. AA: 4cido araquidénico (20:4 n-6); COX: cicloxigenasa; AL: dcido
linoleico (18:2 n-6); LOX: lipoxigenasa; PPAR: receptores activados por proliferadores pe-

roxisémicos; AV: 4cido vacénico (#rans-11 18:1). Tomada de Gémez-Cortés ez al. (2018).

En comparacién con los resultados observados en modelos animales, los
efectos de la ingesta de CLA en ensayos en humanos son mds limitados. Una
posible explicacién es que en animales los ensayos se han realizado con con-
centraciones mds altas y la dosis en la dieta es un factor importante a conside-
rar. Hasta la fecha, no hay muchos estudios de intervencién en la dieta huma-
na que evalden el consumo de productos licteos enriquecidos en AR. Tricon
et al. (2006) no detectaron modificaciones significativas en los biomarcadores
inflamatorios después del consumo de diferentes productos licteos enriqueci-
dos en AR (1,40 g/dia), mientras Sofi ez al. (2010) observaron una reduccién
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significativa de las citoquinas inflamatorias tras la ingesta de queso de leche de
oveja enriquecido en AR (0,14 g/dia). Penedo ez a/. (2013) midieron también
disminuciones de interleuquinas pro-inflamatorias en adultos tras el consu-
mo de mantequillas enriquecidas en AR (1,00 g/dia). Jaudszus ez a/. (2016)
observaron en un ensayo piloto que la suplementacién dietética con AR pu-
rificado disminuia moderadamente la respuesta inflamatoria a nivel celular en
nifios con asma. Aunque esta informacion se extrae de un nimero limitado de
estudios, son evidencias prometedoras que sugieren que el consumo de AR
serfa atil para reducir las respuestas inflamatorias y prevenir enfermedades
relacionadas posteriores.

4. LA LECHE DE CABRA

La cabra ha sido considerada en el pasado como la “vaca del pobre”. Sin em-
bargo, la cabra y los productos licteos de cabra comenzaron a ganar importan-
cia en Estados Unidos en la década de 1960 debido al interés para la salud,
por su fécil digestibilidad y menores propiedades alergénicas en comparacion
con la leche de vaca, hasta el punto que en determinados sectores ha sido con-
siderada como un nutracéutico (Clark y Mora Garcia 2017).

La leche de cabra ocupa el cuarto lugar después de la de vaca, bufala y
oveja en términos de produccién mundial de leche. No obstante, la produc-
cién de leche de cabra es probable que sea mucho mayor que la recogida en
las estadisticas oficiales porque una gran cantidad de leche se utiliza para el
consumo doméstico. Sin embargo, su produccién tiene un importante impacto
econémico en paises donde las condiciones climdticas no son favorables para
la ganaderia bovina.

La produccién de leche en Espafa sigue una tendencia creciente. La mayo-
ria de la leche producida en Espana como materia prima es de origen vacuno:
las entregas de leche de vaca, oveja y cabra realizadas en 2017, superan las 8
millones de toneladas al afio, un 87,6 % corresponden a leche de vaca, 6,4 %
a leche de oveja y 6% a leche de cabra (Figura 0.14). En el contexto de la
UE, la produccién espafola de leche de vaca se sitda en torno al 5% del total
comunitario, frente al 15% y 20% que representan la leche de oveja y de cabra,
respectivamente. Actualmente, Espafia es el pais de la UE que mis leche de
cabra exporta, situdndose en segunda posicion en términos de producciéon. A
nivel mundial la produccién de leche de vaca en 2017, alcanzé 811 millones

de toneladas (FAO, 2018).
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La composicién de la leche puede variar independientemente de la especie
entre limites amplios por un conjunto de factores que se pueden considerar
en dos grandes grupos, propios del animal y ligados a las condiciones de la
produccién. En el primer grupo figuran fundamentalmente factores genéticos
como la raza y factores fisiol6gicos como el estado de lactacién y el estado sa-
nitario (mamitis). En el segundo grupo encontramos la alimentacion, estacién,
clima y tipo de ordefio (Park et al, 2007).

La tabla 0.11 recoge la composicién media e intervalos de variacién de los
principales componentes de la leche de cabra. La composicién de la leche de
cabra es similar a la de la leche de vaca en términos de sélidos totales, conte-
nido de grasa, proteinas, lactosa cenizas y densidad. Sin embargo, la leche de
cabra tiene mayor viscosidad y acidez pero menor indice de refraccién y punto
de congelacién que la leche de vaca (Amigo y Fontecha, 2011).

Tasra o.11. Composicién media e intervalos de variacién de sélidos totales, grasa, pro-
teina, caseina, lactosa y cenizas de leche de cabra (Porcentaje en peso). Los datos han sido

tomados de Amigo y Fontecha (2011).

Valor Medio Intervalo de variacién
Sélidos Totales 12,90 9,95-21,5
Grasa 4,10 2,9-5,06
Proteina 3,50 2,33-4,63
Caseina 2,90
Lactosa 4,50 3,62-6,30
Cenizas 0,80 0,60-0,89

Como ya se ha comentado la fraccién grasa es uno de los componentes mas
importantes de la leche. En cabra la composicién de AG muestra diferencias
sustanciales con la de la leche de vaca (Tabla 3). Es mis rica (2-3veces) en AG
de cadena corta y media como caproico (6: 0), caprilico (8: 0), caprico (10:
0) y laurico (12: 0), asi como de BCFA con menos de 11 dtomos de carbono
(Tabla 5), que son pricticamente inexistentes en la leche de vaca y que son
importantes para el sabor de los productos a base de leche de cabra (Alonso

et al.,1999).
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Ficura o.14. Entregas de leche en Espafia durante el afio 2017 (millones de Tm) y dis-
tribucién entre especies de rumiantes. Fuente: Federacién Espafola de Industrias Lécteas

(FENIL, 2017).



Objetivos

El objetivo fundamental de esta tesis es establecer las relaciones de los iséme-
ros de la biohidrogenacién ruminal con los dcidos grasos impares y ramifica-
dos de los lipidos bacterianos en la grasa ldctea para interpretar el impacto de
la dieta suministrada al rumiante sobre las poblaciones microbianas del rumen
y su repercusion en los atributos nutritivos de la grasa de la leche y sus produc-
tos derivados. Con este propédsito se han propuesto tres objetivos especificos
en los tres capitulos experimentales que componen esta tesis:

— Esclarecer las relaciones entre los dcidos grasos de la leche derivados del
metabolismo lipidico de las bacterias del rumen —acidos grasos impa-
res y ramificados e intermediarios de la biohidrogenacién ruminal—.

— Estudiar los cambios en los contenidos de algunos dcidos grasos e in-
dices de la grasa lactea, relevantes desde el punto de vista de la salud
humana, tras la inclusién de aceite vegetales con diferente grado de in-
saturacién en la dieta.

— Uso de técnicas estadisticas avanzadas para determinar la utilidad de los
dcidos grasos de la leche derivados del metabolismo lipidico microbiano
como predictores de la composicién de la dieta consumida por los ani-
males.
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Capitulo 1

RELACIONES ENTRE LOS ACIDOS GRASOS
DE LA LECHE DE CABRA DERIVADOS DEL ME-
TABOLISMO MICROBIANO RUMINAL
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RESUMEN

Los dcidos grasos impares y ramificados y los isémeros de la biohidrogenacion
ruminal son componentes Gnicos de la grasa lictea de los rumiantes que deri-
van del metabolismo lipidico de las bacterias del rumen. El objetivo del pre-
sente trabajo fue contribuir a esclarecer las relaciones entre los dcidos grasos
de ambos grupos en la grasa lictea de cabras. Para ello, se utilizaron los datos
de composicién de la grasa lictea de 112 muestras individuales obtenidas en
una serie de cinco experimentos que investigaron los cambios de los dcidos
grasos de la leche en repuesta a la inclusion de aceites vegetales en la dieta de
cabras. En todos los experimentos, las condiciones de manejo y la racién basal
suministrada a los animales fue similar, con excepcién del aceite afiadido. Se
obtuvieron numerosas correlaciones significativas. Los cambios opuestos si-
multdneos en los contenidos de algunos dcidos grasos de ambos grupos permi-
tieron identificar a determinadas especies bacterianas del rumen por su doble
papel en la degradacién de los carbohidratos y en la biohidrogenacién ruminal
de los dcidos grasos de la dieta. En este sentido, se observé que las condiciones
que favorecieron la acumulacién relativa de isémeros monoinsaturados res-
pecto a su produccién a partir de los C18:2, lo que puede interpretarse como
un efecto negativo sobre las bacterias del grupo B de la biohidrogenacién,
también redujeron la llegada a intestino de C13:0 anteiso pero aumentaron la
de C15:0 anteiso, lo que indica un efecto negativo sobre las bacterias celuloli-
ticas. Igualmente, las relaciones negativas observadas reflejaron cambios en la
actividad enzimadtica de la glindula mamaria, de forma que las mismas condi-
ciones que favorecieron la produccién ruminal de isémeros tuvieron un efecto
negativo en la sintesis de novo y la A-9 desaturacién de C17:0. En conjunto, los
resultados obtenidos indican que las relaciones entre los dcidos grasos impares
y ramificados y los isémeros de la biohidrogenacién ruminal en la grasa lictea
pueden utilizarse como un indicador no invasivo de los efectos de la dieta
suministrada a los animales sobre las bacterias del rumen y la actividad de las
enzimas de la glindula mamaria.

Palabras clave: leche, grasa, dcidos grasos, rumen, cabras.
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INTRODUCCION

EI metabolismo lipidico de los rumiantes es muy distinto al de los monogés-
tricos en diferentes aspectos que en ultima instancia estdn relacionados con las
modificaciones que los microorganismos ruminales realizan en los nutrientes
de la dieta, incluyendo los lipidos y los sustratos lipogénicos (Buccioni e al.,
2012). Las bacterias ruminales son las principales responsables de la biohidro-
genacién ruminal, proceso mediante el que los dcidos grasos insaturados de la
dieta (dcidos oleico —C18:1 ¢is-9-, linoleico —C18:2 ¢is-9,cis12- y a-linolénico
—C18:3 ¢is-9,cis-12,¢is-15-) se convierten en acido estedrico (C18:0) por hidro-
genacién de los dobles enlaces (Or-Rashid ez a/., 2009). Las rutas bioquimicas
de la biohidrogenacién son especificas para cada uno de los dcidos grasos insa-
turados, aunque comparten a C18:1 #7ans-11 como principal producto previo a
la produccién de C18:0 (Shingfield y Wallace, 2014). El proceso de biohidro-
genacién no es completamente eficiente y resulta en la produccién de numero-
sos dcidos grasos mono y poliinsaturados (isémeros geométricos y posicionales,
cis y trans, de los dcidos oleico, linoleico y a-linolénico) en los diferentes pasos
de cada una de las vias (Harfoot y Hazlewood, 1997). La presencia de estos
dcidos grasos en la grasa lictea se relaciona directamente con los dcidos grasos
insaturados mayoritarios en la dieta consumida por los animales (Bodas ez a.,
2010, Martinez Marin e# al., 2015).

Los microorganismos ruminales también sintetizan dcidos grasos de cade-
na media y larga, principalmente de cadena ramificada (iso y anteiso) y con un
numero impar de carbonos, a partir de dcidos grasos volitiles producidos du-
rante la fermentacién de los carbohidratos y los aminodcidos de los alimentos
consumidos (Fievez ez al., 2012). Los dcidos grasos impares de cadena lineal
(ej. C13:0,C15:0,C17:0) son sintetizados de novo, utilizando dcido propiénico
como sustrato. C15:0 y C17:0 también pueden originarse por la o-oxidacién
bacteriana de C16:0 y C18:0, respectivamente. Los dcidos grasos ramificados
iso de cadena par se sintetizan a partir del dcido isobutirico, mientras que los
iso y anteiso de cadena impar se producen cuando los sustratos utilizados son
los 4cidos isovalérico y 2-metil-butirico, respectivamente (Vlaeminck ez a/.,
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2006a). El bajo punto de fusién de los dcidos grasos impares y ramificados
hace que sean incorporados preferentemente en las membranas celulares mi-
crobianas para contribuir al mantenimiento de su fluidez (Rashid ez a/., 2007)
y la proporcién de cada uno de ellos en los lipidos microbianos que llegan al
intestino delgado puede considerarse un reflejo de las poblaciones microbianas
del rumen (Vlaeminck ez a/., 2006a).

Tras su absorcién en intestino delgado, la mayoria de los dcidos grasos pro-
cedentes del metabolismo microbiano ruminal se incorporan a la grasa lac-
tea sin modificaciones, pero puede ocurrir A-9 desaturacién de dcidos grasos
impares de cadena lineal y elongacién de los dcidos grasos impares lineales y
ramificados (Fievez ez al.,2012; Vlaeminck ez al., 2015), asi como A-9 desatu-
racién de dcidos grasos #rans monoinsaturados, especialmente C18:1 #rans-11
(Grinarii ef al., 2000; Bernard ez a/., 2010; Bichi ez al., 2012).

Ambos grupos de dcidos grasos, cuyo aporte a la dieta humana depende
casi exclusivamente de la grasa lictea, ha despertado gran interés en los ulti-
mos afos porque numerosos estudios iz vitro, in vivo y con modelos animales
sefialan que algunos de ellos pueden tener efectos potencialmente beneficiosos
sobre la salud humana (Shingfield ez a/., 2008). Por ejemplo, los dcidos grasos
iso y anteiso tienen la capacidad de inhibir in vifro el crecimiento de varias
lineas de células tumorales, incluyendo las de cincer de mama. Al dcido vac-
cénico (C18:1 #rans-11), ademads de ser precursor del dcido ruménico (C18:2
cis-9,trans-11), se le reconocen efectos positivos sobre el riesgo de enfermedad
cardiovascular (Field ez a/.,2009). El dcido ruménico y otros isémeros del dcido
linoleico conjugado tienen una variada actividad fisiolégica, incluyendo regu-
lacién de la acumulacién de grasa corporal, proteccién frente a aterosclerosis y
efectos anticarcinogénicos (Parodi, 2006). Debido a estos descubrimientos, ha
crecido el interés en la manipulacién del perfil de dcidos grasos de la grasa ldc-
tea mediante la modificacién de las caracteristicas y la composicién de la dieta
ofrecida a los animales, especialmente la inclusién de fuentes de grasa vegetales
ricas en dcidos grasos insaturados (Shingfield ez a/.,2013; Nudda ez a/., 2014).

Estudios realizados con cabras indican que la adicién de aceites vegetales
a su dieta resulta en cambios notables en los contenidos de dcidos grasos de la
grasa lictea por efectos a nivel ruminal y mamario (Mele ez a/., 2008; Bernard
et al., 2009; Martinez Marin ez al., 2011). Estd bien establecido que el aumen-
to de los dcidos grasos intermediarios de la biohidrogenacién ruminal en la
grasa lictea depende en gran medida de los efectos de las caracteristicas y la
composicién de la dieta, especialmente su contenido en édcidos grasos insatu-
rados, sobre los microorganismos ruminales (Shingfield ez a/.,2013). A su vez,
los cambios de la poblacién microbiana del rumen se reflejan en los contenidos
de 4cidos grasos impares y ramificados en la grasa lictea (Vlaeminck ez a/.,

2006a; Fievez ez al., 2012).
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Establecer las relaciones de los isémeros de la biohidrogenacién ruminal con
los 4cidos grasos impares y ramificados de los lipidos microbianos en la grasa
lictea es clave para interpretar el impacto de la dieta suministrada a las cabras
sobre las poblaciones microbianas del rumen y su repercusién en los atributos
nutritivos de la grasa lictea. Cabe destacar que no hemos encontrado trabajos
publicados en este sentido. Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue con-
tribuir a esclarecer la relaciones entre los dcidos grasos de la leche derivados
del metabolismo lipidico de las bacterias del rumen —dcidos grasos impares y
ramificados e intermediarios de la biohidrogenacién ruminal— en cabras.

MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo, se utilizaron los datos de composicién de la grasa lictea
de 112 muestras individuales obtenidas en una serie de cinco experimentos
que investigaron los cambios de los dcidos grasos de la leche en repuesta a la
inclusién de aceites vegetales en la dieta de cabras. En dichos experimentos, se
utiliz6 una dieta basal comin con heno de alfalfa y un concentrado granulado
(Tabla 1.1). En los experimentos 1y 2 (Martinez Marin ez a/., 2011; 2013b),
los tratamientos fueron un control (dieta basal sin aceite afiadido) y la misma
dieta basal a la que se afiadieron 48 g/d de aceite de girasol alto oleico, aceite
de girasol normal o aceite de lino. En los experimentos 3, 4 y 5 (Martinez
Marin ef al., 2012), los tratamientos fueron un control (dieta basal sin aceite
afiadido) y la misma dieta basal a la que se afiadieron 30, 48 o 66 g/d de aceite
de girasol alto oleico, aceite de girasol normal o aceite de lino.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el Centro Usuario de Ani-
males de Experimentacién del Departamento de Produccién Animal de la
Universidad de Cérdoba. El procedimiento experimental cumplié con la nor-
mativa espafola de protecciéon de animales de experimentaciéon vigente en
aquel momento (Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccién
de los animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos).Se
utilizaron cabras de raza malaguefia en segunda lactacién durante el expe-
rimento 1 (72+26 dias de lactaciéon y 45,9+3,7 kg de peso vivo inicial) y en
tercera lactacién durante el experimento 2 (45+5 dias de lactacién y 47,2+4,2
kg de peso vivo inicial) y los experimentos 3,4 y 5 (70+5 dias de lactacion y
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46,6x3,7 kg de peso vivo, al comienzo de la serie de experimentos). Los ani-
males se alojaron individualmente en jaulas de 1,0 x 1,4 m con suelo permea-
ble a los excrementos y dotadas de comederos y bebederos independientes. Las
condiciones ambientales del alojamiento estuvieron controladas. El ordefo se
realizé individualmente, una vez al dia, a las 8:30 h utilizando el sistema de
ordefio mecénico instalado en el alojamiento (DeLaval, Madrid, Espafia) y
apurado manual. La racién individual se preparé diariamente y se repartié en

dos comidas iguales a las 9:30 y 16:00 h.

EXTRACCION Y ANALISIS DE LA GRASA LACTEA

Para la extraccién de la grasa lictea, las muestras fueron atemperadas a 20
°C y sometidas a un proceso de doble centrifugacién (Luna ez al., 2008). Los
ésteres metilicos se prepararon mediante metan6lisis basica de la grasa usando
KOH disuelto en metanol. La composicién de dcidos grasos de la grasa se de-
terminé mediante cromatografia de gases (Agilent 6890 N Network System,
Palo Alto, USA). Se utilizé una columna capilar de silice fundido CP-Sil 88
de 100 m de longitud, 0,25 mm de didmetro interno y 0,20 um de grosor de la
pelicula interna (Varian, Middelburg, Holanda), siguiendo el método descrito
por Luna ez al. (2008). La cuantificacién de los ésteres metilicos de los dcidos
grasos individuales se realizé con referencia a una grasa lictea de composicion
certificada (CRM 164; European Community Bureau of Reference, Brusse-
Is, Belgium). Los isémeros individuales de los dcidos linoleico y a-linolénico
fueron identificados por comparacién con mezclas de composicién conocida
(Nu-Chek Prep. Inc., Elysian, USA) y con resultados previamente publicados.

Se identificaron y cuantificaron un total de 82 4cidos grasos en las mues-
tras de grasa. Para el presente trabajo se seleccionaron como variables los aci-
dos grasos representativos de la sintesis lipidica microbiana (Vlaeminck ez a/.,
2006a; Fievez et al., 2012) e isémeros con 18 dtomos de carbono, relacionados
de forma clara con las rutas de biohidrogenacién ruminal de los dcidos grasos

insaturados de la dieta (Martinez Marin ef a/., 2015) (Tabla 1.2).

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa JMP 11 (SAS
Institute, Cary, NC). La relacién entre los contenidos de los dcidos grasos im-
pares y ramificados y los de los isémeros intermediarios de la biohidrogenacién
ruminal, ajustados por los efectos aleatorios, se investigé mediante coeficientes
de correlacién de Pearson, siguiendo el procedimiento descrito por Vlaeminck
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et al. (2006a). El nivel de significacion se establecié en P<0,05. Para el cdlculo
de los contenidos ajustados de cada uno de los isémeros por los efectos alea-
torios, en primer lugar se crearon modelos de regresién mixtos (con efectos
fijos y aleatorios), de acuerdo con el procedimiento indicado por Sauvant ez
al. (2008). En los modelos de regresion, el contenido de cada isémero fue la
variable dependiente y el contenido de cada 4dcido graso impar y ramificado
fue la variable independiente (covariable). El nimero de experimento (1 a 5),
el tratamiento anidado dentro de experimento y sus respectivas interacciones
con la covariable fueron los efectos aleatorios en los modelos. Los modelos de
regresioén obtenidos se utilizaron para la prediccién condicional del contenido
de los isémeros (contenidos ajustados) a partir de las covariables y de la in-
fluencia de los efectos aleatorios.

RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS EXPERIMENTALES Y DATOS UTILIZADOS

El acido oleico y el 4cido linoleico fueron mayoritarios en las dietas con aceite
de girasol alto oleico y aceite de girasol normal, respectivamente. Las dietas
con aceite de lino tuvieron un perfil de dcidos grasos mas equilibrado aunque
el dcido o-linolénico fue mayoritario (Tabla 1). Respecto a las dietas basales,
las diferencias entre experimentos fueron minimas ya que el inico cambio fue
la cantidad de heno de alfalfa suministrada en Martinez Marin ez a/. (2011)
y Martinez Marin ez al. (2012, 2013b) (500 vs 600 g/d). Dado que, en los ex-
perimentos cuyos datos fueron incluidos en el presente trabajo, las cabras se
mantuvieron en las mismas condiciones de alojamiento y manejo y que préc-
ticamente no hubo diferencias en la dieta basal (Tabla 1), todos las relaciones
entre los dcidos grasos impares y ramificados y los isémeros intermediarios de
la biohidrogenacién ruminal observadas en la leche tuvieron que deberse a los
efectos de los aceites anadidos a la dieta sobre el ambiente ruminal y, adicio-
nalmente, sobre el metabolismo mamario.

Las Tablas 2 y 3 muestran los estadisticos descriptivos de los dcidos grasos
incluidos en el presente estudio. El contenido medio de OBCFA en la grasa
lictea fue 2,15% (+ 0,413). Los dcidos grasos mayoritarios de este grupo fue-
ron C15:0 y C17:0, en coincidencia con los resultados presentados por Alonso
et al. (1999).
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En el caso de los isémeros intermediarios de la biohidrogenacién ruminal,
los contenidos medios de los dcidos mono, di y triinsaturados fueron 5,19% (+
2,637),2,04% (+ 1,157) y 0,07% (+ 0,056), respectivamente. Los isémeros ma-
yoritarios fueron los dcidos vaccénico y ruménico en todos los casos. El acido
C18:1 #rans-10 fue el tercer isémero mds abundante en las muestras de grasa
de las dietas sin aceite y con aceite de girasol alto oleico y aceite de girasol
normal, mientras que dicha posicién la ocupé el dcido C18:2 frans-11,cis-15
en las muestras de las dietas con aceite de lino. Considerando los grupos de
isémeros, el grupo de C18:1 #7ans se encontré en proporciones muy superiores
a los C18:1 cis en todos las muestras de grasa. El grupo de C18:2 conjugados
tuvo proporciones superiores a los C18:2 no conjugados, aunque sus propor-
ciones estuvieron mds equilibrados en las muestras de las dietas con aceite de
lino. La distribucién de los isémeros y las diferencias de sus grupos entre las
muestras de grasa de las dietas utilizadas en el presente trabajo coincide con

las observaciones de Mele ez a/. (2008) y Bernard ez a/. (2009).

RELACIONES ENTRE LOS ACIDOS GRASOS DE LA GRASA LACTEA

En el presente estudio se obtuvieron numerosas correlaciones significativas
entre las variables estudiadas (Tabla 1.4), lo que ratificaria las profundas re-
laciones existentes entre los isémeros de la biohidrogenacién ruminal y los
OBCFA debido a la participacién de las especies bacterianas del rumen en
la produccién de ambos tipos de dcidos grasos (Vlaeminck ez al., 2006a). En
general, los OBCFA se correlacionaron negativamente con los isémeros mono
y diinsaturados. Hubo mds correlaciones significativas de los OBCFA con
los C18:1 #rans (especialmente, frans-4 a trans-11) y con los C18:2 conjuga-
dos (sobre todo, los derivados del 4cido linoleico) que con los C18:1 cis y los
C18:2 no conjugados. Se observé que los dcidos grasos iso de cadena impar
se relacionaron en igual medida con los distintos grupos de isémeros. Por el
contrario, los dcidos grasos anteiso de cadena impar se comportaron de forma
diferente entre ellos. C13:0 anteiso se correlacioné significativamente con la
mayoria de los grupos de isémeros mientras que C15:0 anteiso solo se corre-
lacioné significativamente con los C18:2 conjugados.
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Es destacable que los dcidos grasos iso y anteiso impares tuvieran pocas re-
laciones negativas con los isémeros monoinsaturados y ninguna con los C18:2
conjugados derivados de la biohidrogenacién ruminal del dcido o-linolénico
(Martinez Marin ez al., 2015). Respecto a los dcidos grasos iso de cadena par,
C14:0 iso se comporté de forma similar a los iso impares, en tanto que C16:0
iso no tuvo correlaciones significativas con ninguno de los grupos de isémeros.

De acuerdo con Harfoot y Hazlewood (1997), las bacterias involucradas en
la biohidrogenacién ruminal pueden agruparse en dos grandes grupos. El gru-
po A es responsable principalmente de la biohidrogenacién de los acidos li-
noleico y a-linolénico hasta C18:1 frans-11, via C18:2 cis-9,¢rans-11y C18:2
trans-11,cis-15, respectivamente. Las bacterias del grupo B convierten los aci-
dos grasos monoinsaturados a C18:0 y tienen la capacidad de producir C18:1
trans-15y C18:1 c¢is-15 a partir de C18:2 trans-11,cis-15, aunque dichos mo-
noinsaturados no son convertidos a C18:0 por ninguna especie conocida. So-
lamente se han identificado un limitado nimero de especies en ambos grupos.
Las bacterias responsables de la biohidrogenacién son mayoritariamente celu-
loliticas, destacando Butyrivibrio fibrisolvensy Butyrivibrio hungatei que perte-
necen al grupo A, mientras que la tnica especie del grupo B identificada hasta
la fecha es Butyrivibrio proteoclasticus (Shingfield y Wallace, 2014). Por otro
lado, las poblaciones bacterianas también se pueden agrupar segin su distribu-
cién en el rumen en: bacterias asociadas a las particulas del alimento y bacte-
rias que permanecen en la fase liquida. Las bacterias con actividad celulolitica
se encuentran en mayor proporcién en la fase sélida (Michalet-Doreau e# al.,
2001). En general, las bacterias de la fase liquida son relativamente ricas en
C15:0 anteiso en comparacién con las bacterias de la fase s6lida (Vlaeminck
et al., 2006b; Bessa ez al., 2009). No obstante, existen amplias diferencias entre
especies y cepas, algunas bacterias con actividad celulolitica destacan por su
elevado contenido en C14:0 iso o C15:0 iso y otras con actividad amilolitica se
caracterizan por un bajo contenido en dcidos grasos ramificados (Vlaeminck

et al.,2006a).

74



1€0- 190 v¥0- vE0 19°0- T8TD/T:81D

0€0- 451} 6t°0- P10~ 65°0- 1€°0- $20- 0€0- 0¢‘0- 120~ 18303 781D

6£°0- 9¢‘0 L£0 99°0- cco- 98°0- 8¢70- €z'0- 120~ ¥0- $50- €T'0- 18303 T:81D

€70~ 6£0 $9°0- €T0- 59°0- €70- sz'o- o- €€0- 0£0- opednfuod 7:810

0z0- 8€0- 6T0-  6I0-  61°0- opedn[uod ou z:810)

z€o- zs‘0- 120~ 120~ S T8TO

9t°0- seo 9¢‘0 CL0- 8¢0- 180~ s€0- 8¢0- 120~ 70~ 95°0- €70~ suvdy 1:810

120~ 60 62°0- zo- S-S0 T [-Suv4y 6-529 €:810)

¥2'0 120~ 9¢°0- ST-Suviy TT-suviy‘6-s12 ¢:81D

090 8+°0- $90- 8¢°0- 0C0- T 1-Suvp‘6-suviy T:810

90 €z'0- w'o- 1£0- 0z‘0 CT-Suvdy‘ [ 1-suviy T:81D

€T0 120~ 840 [S1) Se0- 970~ L£0 620 0z‘0 YT-SuviygT-suvi 7:810

020~ 97'0- CT-S0 T T-suv7 T:810

€€0- 1) 65°0- 70~ $50- 12°0- 8¢0- 9¢°0- $€0- 11-50'6-suvi7 T:810

¥0- 8¢‘0 99°0- sz'o- 59°0- 15°0- sz'o- 97‘0- €z'0- €€0- 0€0- T1-Supi7‘6-522 7:810)

0Z0- 8¢°0- 0Z0- 120~ 120~ ST-SL T T-suviy T:810D

0z0 6+°0- €0 050 Se0 150~ 620 €0 8¢0 Cco- C1-502"6-5udy T:81D

020~ €70 0€0- $2'0- 120~ 1€0- 97‘0- CT-510'g-suviy T:81D

6£0 9¢‘0 sz'o 140~ 0€0- 120 120 €70 S-Suvdy‘ T 1-suviy T:81D

f4\] 150- €50 9¢‘0 0£0 850~ 9¢‘0 0€0 SH0 SP0- ST-suvi 1:810

61°0- €C0- 0r‘0- €C'0- 120~ 0C0- ST-S2 T:81D

$€0- 8¢0 90 190~ 0€‘0 6t°0- CT-2 T:8TD

8¢°0- €0 870 55°0- 0z‘0 870 0€0- 8¢7°0- CI-S2 181D

S0 0€0 120 S9°0- 620~ 78°0- €0 0€°0- o 0r‘0- 150- €70 TT-Suviy 1:81D

6£°0- 0£0 70 050~ §5°0- 61°0- €0 o €70 $20- 8¢°0- 9¢0- OT-Suviz 1:810D

St0- ¥2'0 Y0 TL0- $20- 78°0- L¥0- $20- cco- €€0- 0r0- 6t°0- 6-SUvL7 T:8TD

62°0- 9z‘0- 150 6£0 €5°0- 12°0- cco- 20~ 0€0- 85°0- 8/L/9-5uvi7 T:81D

¥Z0- 80 620 62°0- 670~ 61°0- 61°0- 670~ G-suvd1 T:810

$20- 020~ 150 0z‘0 $€0- S50 97°0- 95°0- y-suvdg 1:810

Vi ostor - 0sto /1D Te0r  [e0) s . 6-52 . OSI  OSI9JUE  OSI OSI  OSI9JUE  OSI

g0 O WO ey 1o sto o YR pery 510 gorn 010 0510 091D 01D 0510

STO €10

(500> ) SeAREIYTUSIS SOUOIIL[AIIOD Se] UBIUsaId 95 9JUSWIE[OG "SELIQED AP BIOP[ LSLIS
©[ U9 [BUTWNT UOTDRUZ0IPIYOI] B 9P SOIdWQST s0] A sopeoyrues £ soreduwt sose1d SopIog sO[ 911U2 UOSIES] 9P UQIB[AIIOD P SAUADYI0)) "+ 1 VIaV],

75



Las relaciones observadas en el presente trabajo entre los OBCFA y los
isémeros de la biohidrogenacién ruminal indicarian que la adicién de aceites
a la dieta de las cabras tuvo dos efectos simultineos: un efecto negativo sobre
las bacterias celuloliticas, que result6 en una menor absorcién de dcidos grasos
ramificados en intestino delgado, y también tuvo un efecto negativo sobre los
grupos A y B de bacterias de la biohidrogenacién, que resulté en una ma-
yor absorcién de isémeros en el intestino, en coincidencia con lo observado
por Maia ez al. (2007, 2010). En virtud de lo expuesto en el parrafo anterior,
el doble efecto observado confirmaria que los grupos A y B de la biohidro-
genacién y las bacterias celuloliticas se solapan y tienen especies bacterianas
comunes. Adicionalmente, los indices C13:0 iso/anteiso y C15:0 iso/anteiso
se correlacionaron de forma positiva y negativa, respectivamente, con el indice
de isémeros mono y diinsaturados (C18:1/C18:2), debido a la correlacién ne-
gativa de dicho indice con C13:0 anteiso y a su correlacién positiva con C15:0
anteiso (Tabla 1.4). Por tanto, las condiciones que favorecieron la acumulacién
relativa de isémeros monoinsaturados respecto a los diinsaturados redujeron la
llegada a intestino de C13:0 anteiso sin efecto sobre C13:0 iso y aumentaron
la de C15:0 anteiso sin efecto sobre C15:0 iso. Estos resultados sugeririan que
algunas bacterias del grupo B podrian pertenecer a especies con actividad ce-
lulolitica especialmente ricas C13:0 anteiso en comparacién con su contenido
en C13:0 iso como Fibrobacter succinogenes y algunas cepas de Butyrivibrio fi-
brisolvens, mientras que especies bacterianas ricas en C15:0 anteiso como Pre-
votella ruminicola 'y Eubacterium ruminantium tendrian poca relevancia en el
proceso de biohidrogenacién ruminal y su nimero relativo aumentaria cuando
dicho proceso se ve alterado (Vlaeminck ez al., 2006b).

En el grupo de 4dcidos grasos impares de cadena lineal, C15:0, C15:1 ¢is-9
y C15 total mostraron un patrén menos claro de relaciones con los isémeros
de la biohidrogenacién que C17:0, C17:1 ¢is-9 y C17 total. Ademds, el indi-
ce C15/C17 mostré una correlacién positiva con la practica totalidad de los
isémeros (Tabla 1.4). En conjunto, estos resultados sugieren que las mismas
condiciones que favorecieron la produccién ruminal de isémeros (en este caso,
la inclusién de aceites en la racién) tuvieron un menor efecto negativo en el
contenido de C15 total de la grasa lictea que en el de C17 total. El efecto
negativo pudo ocurrir tanto a nivel ruminal como mamario. El origen ruminal
supone una parte importante de los contenidos de C15:0 y C17:0 encontrados
en la grasa lictea, pero la ubre tiene capacidad de sintetizar de novo C15:0 y
C17:0 a partir de dcido propidnico (Massart-Leén ez al., 1983; Vlaeminck ez
al., 2015). Las condiciones mencionadas también afectaron negativamente a
la actividad de la A-9 desaturasa mamaria sobre C17:0 pero no sobre C15:0,
medida por los indices de desaturacién respectivos, resultando en una menor
produccién de C17:1 cis-9. De hecho, todos los coeficientes de correlacién de
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C17:1 ¢is-9 con los isémeros fueron significativamente negativos (Tabla 1.4).
Fievez et al. (2003) indicaron el origen mamario de C17:1 ¢is-9 y el efecto
negativo del enriquecimiento de la racién con 4cidos grasos de cadena larga
sobre la enzima A-9 desaturasa mamaria es bien conocido (Chilliard y Ferlay,
2004). El efecto negativo diferencial sobre la desaturacién de C15:0 y C17:0
es llamativo, pero no disponemos de ninguna explicacién al respecto.

CONCLUSIONES

Los acidos grasos impares y ramificados y los isémeros de la biohidrogenacién
ruminal son componentes dnicos de la grasa lictea de los rumiantes. Este
trabajo presenta por primera vez las relaciones entre los contenidos de ambos
grupos de 4dcidos grasos en la grasa lictea de cabras. En general, las correla-
ciones fueron negativas. Los dcidos grasos ramificados y C17 total mostraron
el mayor nimero de correlaciones significativas con los isémeros #rans mo-
noinsaturados con dobles enlaces en las posiciones 4 a 11 y los C18:2 conju-
gados derivados del 4cido linoleico. Los cambios opuestos simultdneos en los
contenidos de algunos dcidos grasos de ambos grupos permitieron identificar
a determinadas especies bacterianas del rumen por su doble papel tanto en
la degradacién de los carbohidratos como en la biohidrogenacién de los 4ci-
dos grasos de la dieta. Las relaciones negativas observadas también reflejaron
cambios en la actividad enzimdtica de la glindula mamaria. En conjunto, los
resultados obtenidos indican que las relaciones entre los dcidos grasos impares
y ramificados y los isémeros de la biohidrogenacién ruminal en la grasa lictea
pueden utilizarse como un indicador no invasivo de los efectos de la dieta
suministrada a los animales sobre las bacterias del rumen y la actividad de las
enzimas de la ubre. Por otro lado, conocer el sentido de dichas relaciones es
relevante para valorar las cualidades nutritivas de la grasa lictea desde el punto
de vista de la salud humana cuando se realicen modificaciones en la dieta de
los animales.
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Capitulo 2

RELACION DE LA RACION CONSUMI-
DA CON LOS ACIDOS GRASOS IMPARES Y RA-
MIFICADOS DE LA LECHE EN CABRAS
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RESUMEN

Los contenidos en dcidos grasos impares y ramificados (OBCFA) determina-
dos mediante cromatografia gaseosa en 94 muestras de grasa lictea se utiliza-
ron para identificar el tipo de racién consumida por cabras mediante andlisis
discriminante lineal. Las dietas consistieron en un control (CON), sin aceite
afiadido, y la misma dieta enriquecida con aceite de girasol alto oleico (GAO),
aceite de girasol normal (GN) o aceite de lino (LIN). De un total de 21 varia-
bles, cuatro fueron seleccionadas como predictores vilidos (C7:0, metiltetra-
decanoato, C15:0 iso y la suma de C17:0+C17:1 ¢is-9). La prueba de Wilks
fue altamente significativa (P < 0,001), indicando que el anlisis discriminante
era aplicable a los datos del presente estudio. La primera funcién discriminan-
te candnica explicé el 90,9% de la varianza observada entre los grupos. Las
distancias de Mahalanobis entre el tratamiento CON y los tratamientos con
aceite fueron similares (5,1 a 6,6; P < 0,001). Entre los tratamientos con aceite,
la mayor distancia se observé entre los tratamientos GN y GAO (0,95; P <
0,05). No hubo diferencias significativas en las distancias del tratamiento LIN
con los tratamiento GAO (0,27; P = 0,58) y GN (0,48; P = 0,28). De acuerdo
con los valores de los centroides, la funcién 1 discriminé el tratamiento CON
de los tratamientos con aceite. Los coeficientes estandarizados indicaron que
las variables con mayor capacidad discriminante en la funcién 1 fueron C7:0
en sentido negativo y metiltetradecanoato en sentido positivo. La funcién 2
discriminé débilmente al tratamiento GN del tratamiento GAO. La mayor
capacidad discriminante en esta funcién se debié a C15:0 iso en sentido posi-
tivo y a la suma C17:0+C17:1 ¢is-9 en sentido negativo. La tasa de acierto de
las funciones discriminantes de Fisher fue muy superior en las observaciones
del tratamiento CON (82,1%) que en los tratamientos con aceite (31,8,50,0 y
40,9% en los tratamientos GAO, GN y LIN, respectivamente). Las observa-
ciones del tratamiento GAO se confundieron en gran medida con las del tra-
tamiento LIN, y las de este tratamiento se confundieron principalmente con
las del tratamiento GN. Los resultados obtenidos indican que los OBCFA de
la grasa ldctea no sirven para identificar el tipo de aceite vegetal incluido en la
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racién de cabras, pero permiten diferenciar la grasa lictea de las raciones con y
sin aceite afadido mediante andlisis discriminante lineal.

Palabras clave: Grasa lictea, aceite vegetal, anilisis discriminante lineal.
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INTRODUCCION

Los dcidos grasos impares y ramificados (OBCFA) son componentes singu-
lares de la grasa de la carne y la leche de los rumiantes, siendo estos alimentos
los tnicos aportes importantes de OBCFA a la dieta humana. Los OBCFA
de cadena media y larga son sintetizados por los microorganismos rumina-
les a partir de dcidos grasos volitiles producidos durante la degradacién de
los carbohidratos y los aminodcidos presentes en la racién suministrada a los
animales (Harfoot and Hazlewood, 1997). Su bajo punto de fusién hace que
sean incorporados preferentemente en las membranas celulares microbianas
para contribuir al mantenimiento de su fluidez (Or-Rashid ez a/., 2007). La
mayoria de los OBCFA microbianos absorbidos en el intestino delgado se
incorporan a la grasa lictea sin modificaciones, pero en algunos casos puede
ocurrir su A-9 desaturacién y elongacion (Fievez ef al., 2012; Vlaeminck ez al.,
2015). Adicionalmente, los dcidos grasos impares de cadena mds corta (5 a 11
dtomos de carbono) y los dcidos grasos ramificados metil sustituidos pueden
ser sintetizados de novo por la glindula mamaria, utilizando como sustratos
el 4dcido propidnico y su derivado el dcido metilmalénico, respectivamente, en
lugar de acetil-CoA (Massart-Leén e al., 1983; French ez al., 2012).

La cuantificacién de los OBCFA de la grasa lactea ha despertado gran inte-
rés en los ultimos afios. Debido a su origen y las relaciones encontradas con la
dieta y la poblacién microbiana ruminal, se considera que los OBCFA pueden
ser utilizados como indicadores biolégicos de la funcién ruminal (Vlaeminck
et al., 2006; Fievez et al., 2012). Otro motivo de interés son los potenciales
efectos inhibitorios de algunos de ellos sobre células tumorales (Wongtang-
tintharn ez a/.,2004; Cai ez al.,2013) y la relacién de su consumo con el menor
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Jenkins ez a/, 2015). Adi-
cionalmente, los dcidos grasos metil sustituidos se consideran exclusivos de la
leche caprina y ovina, ya que no aparecen en la leche de vaca (Massart-Leén ez
al., 1981, Ha y Lindsay, 1993), y son relevantes por las propiedades organolép-
ticas que confieren a los productos licteos (Woo y Lindsay, 1984).

83



Es bien sabido que la adicién de suplementos lipidicos a la racién de las
hembras rumiantes puede modificar el perfil de dcidos grasos de la grasa lictea
por diversos mecanismos a nivel ruminal y mamario (Bauman ez a/., 2016).
Recientes estudios han reportado los efectos de la adicién de aceites vegeta-
les ricos en dcidos grasos insaturados a la dieta sobre los dcidos grasos de la
leche caprina, incluyendo diversos OBCFA (Mele ez a/., 2008; Bernard ez al.,
2009; Ollier ez al., 2009; Martinez Marin ez al., 2011).A pesar de lo anterior,
no hemos encontrado trabajos publicados en los que se hayan utilizado los
contenidos de OBCFA de la leche como indicadores de la adicién de aceites
vegetales a la dieta de cabras.

El andlisis discriminante es un técnica estadistica multivariada que puede
utilizarse para construir un modelo predictivo de discriminacién de grupos a
partir de predictores observados y clasificar las observaciones en uno de los
grupos identificados. El analisis discriminante lineal se ha utilizado con éxito
para diferenciar la racién consumida por los animales a partir de determinados
acidos grasos identificados y cuantificados en la grasa lictea de vaca y cabra
mediante cromatografia gaseosa (Gaspardo ez al., 2010; Martinez Marin ez al.,
2012a).

El objetivo del presente trabajo fue utilizar el analisis discriminante lineal
para determinar la utilidad especifica de los OBCFA cuantificados en la grasa
lictea como predictores de la inclusién de aceites vegetales de diferente grado
de insaturacién en la dieta suministrada a cabras.

MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo se utilizaron los datos de composicién de 94 mues-
tras individuales de grasa lactea obtenidas en una serie de cinco experimentos
que investigaron los cambios de los dcidos grasos de la leche en repuesta a
la inclusién de aceites vegetales en la dieta de cabras (Martinez Marin ez al,
2011, 2012b, 2013b). Los procedimientos experimentales cumplieron con la
normativa espafiola vigente sobre proteccién de animales de experimentacion.
En todos los experimentos se utiliz6 una dieta basal comdn con heno de al-
falfa y un concentrado granulado, que sirvié de control, a la que se anadié
48 g/d de aceite de girasol alto oleico, girasol normal o lino, de acuerdo con
los tratamientos del disefio experimental (Tabla 2.1). Los animales utilizados
fueron cabras de raza Malaguefia multiparas que se alojaron individualmente
en jaulas de 1,0 x 1,4 m con suelo permeable a los excrementos y dotadas de
comederos y bebederos independientes. La racién se preparé diariamente para
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cada una de las cabras y se repartié en dos comidas iguales a las 9:30 y 16:00
h. El ordefio se realizé individualmente, una vez al dia, a las 8:30 h utilizando
el sistema de ordefio mecdnico instalado en el alojamiento (DeLaval, Madrid,
Espafia) y apurado manual. Las muestras de leche individuales se recogieron
en el dltimo dia de cada periodo experimental y se conservaron congeladas a
-20°C hasta su andlisis cromatografico.

Los procedimientos de identificacién y cuantificacién de los dcidos grasos
de la grasa lactea estdn detallados en Martinez Marin ez a/. (2012b). La grasa
lictea se extrajo por doble centrifugacién y los ésteres metilicos se obtuvieron
por metilacién basica (KOH/methanol). La composicién de dcidos grasos
de la grasa se determin6 mediante cromatografia de gases (Agilent 6890 N
Network System, Palo Alto, USA), utilizando una columna capilar de silice
fundido CP-Sil 88 (100 m de longitud, 0,25 mm de didmetro interno y 0,20
um de grosor de la pelicula interna (Varian, Middelburg, Holanda). Los resul-
tados se agruparon en cuatro clases de acuerdo con la racién suministrada a los
animales: sin aceite afiadido (CON), o con aceite de girasol alto oleico (GAO),
aceite de girasol normal (GN) o aceite de lino (LIN).

Para el estudio se utiliz6 el programa SAS University Edition 3.5 (SAS Ins-
titute, Cary, NC), En primer lugar, los dcidos grasos y las relaciones entre dcidos
grasos a incluir como variables predictoras en el modelo se seleccionaron con el
procedimiento STEPDISC, con probabilidades para entrar y salir del modelo
de 0,10 y 0,20, respectivamente. A continuacién, se utilizé el procedimiento
DISCRIM para determinar los coeficientes de las variables predictoras en las
funciones discriminantes lineales. En este procedimiento, se incluyé la opcién
CROSSVALIDATE para comprobar la robustez de las funciones obtenidas. El

procedimiento ANOVA se utiliz6 para la interpretacion de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que los animales se mantuvieron en las mismas condiciones de manejo
y alojamiento y las raciones basales fueron pricticamente idénticas (Tabla 2.1),
todos los cambios en los contenidos de OBCFA de la leche estarian relaciona-
dos con el efecto de los aceites afiadidos a la racién sobre el metabolismo rumi-
nal y/o mamario. Los dcidos oleico (C18:1 ¢i5-9) y linoleico (C18:2 ¢is-9,cis-12)
linoleico fueron mayoritarios en los tratamientos GAO y GN, respectivamen-
te. El tratamiento LIN fue el Gnico que aporté cantidades relevantes de dcido
a-linolénico (C18:3 ¢is-9,cis-12,cis-15). El tratamiento CON no aporté otros
dcidos grasos que los de la dieta basal, siendo mayoritario el 4cido linoleico.
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Tasra 2.2. Resultados del anilisis discriminante (CON, racién basal sin aceite afiadido;
GAQO, racién con aceite de girasol alto oleico; GN, racién con aceite de girasol normal;
LIN, racién con aceite de lino).

Coeficientes estandarizados Matriz de estructura
Funciones Funciones
1 2 3 1 2 3
C7:0 -1,55 -0,50 -0,09 0,02 -0,21 -0,64
Metiltetradecanoato 1,51 0,37 -0,88 0,48 -0,01 -0,80
C15:0iso 0,33 0,75 0,37 0,36 0,53 0,27
C17:0 + C17:1 ¢is-9 0,72 -0,74 0,33 0,53 -0,68 0,28
é;g;vgj;;j) 122 012 001
% de la varianza 90,9 8,9 0,2
Correlacién canénica 0,74 0,33 0,05
Probabilidad <0,001 0,12 0,88
Centroides
CON 1,65 0,01 -0,09
GAO -0,56 -0,44 0,06
GN -0,62 0,53 0,04
LIN -0,91 -0,09 -0,08

En las muestras de grasa lictea se identificaron 21 OBCFA que eluyeron
individualmente, de un total de 82 4cidos grasos. Tres OBCFA individuales y
una suma fueron seleccionados como variables predictoras en el andlisis discri-
minante (Tabla 2.2). La prueba de Wilks (A = 0,40) fue altamente significati-
va (P < 0,001), indicando que el andlisis discriminante era aplicable a los datos
del presente estudio. La primera funcién discriminante candnica explicé el
90,9% de la varianza observada entre los grupos (Figura 2.1). Las correlacio-
nes canénicas no fueron significativas en las funciones 2y 3 (P = 0,12 y 0,88,
respectivamente). Las distancias de Mahalanobis entre el tratamiento CON
y los tratamientos con aceite fueron similares (5,1 a 6,6; P < 0,001). Entre los
tratamientos con aceite, la mayor distancia se observé entre los tratamientos
GN y GAO (0,95; P < 0,05). No hubo diferencias en las distancias del trata-
miento LIN con los tratamiento GAO (0,27; P = 0,58) y GN (0,48; P = 0,28).
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De acuerdo con los valores de los centroides (Tabla 2.2, Figura 2.1), la
funcién 1 discriminé el tratamiento CON de los tratamientos con aceite. Los
coeficientes estandarizados indicaron que las variables con mayor capacidad
discriminante en la funcién 1 fueron C7:0 en sentido negativo y metiltetrade-
canoato en sentido positivo. El andlisis univariado de los datos mostré que no
hubo diferencias en la suma de los contenidos de C7:0 y metiltetradecanoato (P
=0,19) ni en la suma de los contenidos de los dcidos grasos impares de cadena
corta (C5:0, C7:0 y C9:0) y los dcidos grasos metil sustituidos (metiloctanoa-
to, metildecanoato, metiltetradecanoato y metildodecanoato) incluidos en el
presente estudio (P = 0,38). Por tanto, los resultados obtenidos sugieren que el
acido propidnico que escapé al metabolismo hepatico y estuvo disponible para
la sintesis de novo en la glindula mamaria fue similar entre tratamientos, siendo
incorporado a la grasa lictea previa conversién a dcido metilmalénico en mayor
medida en las cabras que consumieron el tratamiento CON (Massart-Leén y
Massart, 1981; Massart-Leén ez al., 1983; French ez al., 2012). De acuerdo con
lo anterior, los tratamientos con aceite pudieron modificar el aroma de la leche
en comparacién con el tratamiento CON (Woo y Lindsay, 1984).

eCON ¢GAO ¢GN - LIN @Centroides

5
4 1
3
T2
=
8
g &
P el FCl50is0
> ~ Metiltetradecanoato
-~ ° ° 'é °
X0 t t t t t
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% : i .
g2-1 L C17:0+C17:1 cis-9 .
o
)
3
4 °
5] -4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5

F1 (90,94 % de la varianza)

Ficura 2.1. Grifico de las puntuaciones discriminantes de las observaciones individuales
para cada uno de los tratamientos en las dos primeras funciones canénicas (CON, racién
basal sin aceite afiadido; GAO, racién con aceite de girasol alto oleico; GN, racién con
aceite de girasol normal; LIN, racién con aceite de lino)
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La funcién 2 discriminé débilmente al tratamiento GN del tratamiento
GAOQO (Tabla 2.2, Figura 2.1). La mayor capacidad discriminante se debi6
a C15:0 iso en sentido positivo y a la suma C17:0+C17:1 ¢is-9 en sentido
negativo. Algunas especies de bacterias ruminales con actividad amilolitica
(Succinomonas amylolytica, Prevotella spp.) son especialmente ricas en C15:0
iso (Vlaeminck ez al., 2006; Fievez et al.,2012). Por tanto, el poder discrimina-
torio de C15:0 iso a favor del tratamiento GN indicaria que dicho tratamiento
modificé el ambiente ruminal favoreciendo un mayor crecimiento de las po-
blaciones microbianas mencionadas mds arriba frente a otras especies tanto
amiloliticas como celuloliticas.

TaBLa 2.3. Funciones discriminantes de Fisher y tasas de acierto con la matriz original y
tras la validacién cruzada (CON, racién basal sin aceite afiadido; GAQ, racién con aceite de
girasol alto oleico; GN, racién con aceite de girasol normal; LIN, racién con aceite de lino).

CON GAO GN LIN
Constante -51,6 -36,2 -36,7 -34,1
C7:0 -407,6 -200,0 -221,9 -177,9
Metiltetradecanoato 320,1 1547 167,7 141,5
C15:0 iso 408,3 348,3 388,7 353,8
C17:0 + C17:1 ¢is-9 69,5 55,9 47,5 49,8

Tasa de acierto con la matriz original

CON 82,1 10,7 7,1 0,0
GAO 45 36,4 22,7 36,4
GN 9,1 0 54,5 36,4
LIN 45 9,1 27,3 59,1

Tasa de acierto con validacién cruzada

CON 82,1 10,7 7.1 0,0
GAO 45 31,8 22,7 40,9
GN 9,1 45 50,0 36,4
LIN 45 18,2 36,4 40,9

Las funciones discriminantes de Fisher y la tasa de acierto en la clasifi-
cacién de las observaciones se muestran en la Tabla 2.3. La tasa de acier-
to fue muy superior en las observaciones del tratamiento CON que en los
tratamientos con aceite. En estos, la mejor tasa de acierto se observé en el
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tratamiento GN y la peor en el tratamiento GAQO. Las observaciones del tra-
tamiento GAQO se confundieron en gran medida con las del tratamiento LIN,
y las de este se confundieron principalmente con las del tratamiento GN. El
porcentaje de acierto global en la validacién cruzada (53,2%) fue inferior a
los encontrados en los estudios de Gaspardo e# a/. (2010) y Martinez Marin
et al. (2012a) (100% y 98,9%, respectivamente), pero en dichos trabajos no se
investigé la habilidad discriminante de un grupo especifico de dcidos grasos de
la grasa lictea. En el presente trabajo, las variables predictoras se seleccionaron
tnicamente entre los OBCFA. En el trabajo de Gaspardo ez a/. (2010) todos
los dcidos grasos identificados (un total de 53) se utilizaron como variables
predictoras, mientras que en el trabajo de Martinez Marin ef al. (2012a) se
seleccionaron hasta 20 variables predictoras de los 82 dcidos grasos identifi-
cados en total.

CONCLUSIONES

Se comprobé que el andlisis discriminante lineal permitié separar de forma
acertada las muestras de grasa lictea de cabras que consumieron raciones sin
aceite de las de aquellas cuya racién incluyé aceites vegetales, a partir de los
contenidos de tan solo cuatro OBCFA (C7:0, metiltetradecanoato, C15:0 iso
y la suma de C17:0+C17:1 ¢is-9), identificados y cuantificados por cromato-
grafia gaseosa. Sin embargo, la clasificacién de las muestras de grasa lictea
de acuerdo con el grado de insaturacién de los aceites suministrados a los
animales tuvo una baja tasa de aciertos. Los OBCFA de la grasa lictea fueron
mejores indicadores de la presencia de aceite vegetal en la racién que del tipo
de suplemento lipidico incluido en la misma.
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Capitulo 3

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS ACIDOS GRA-
SOS DERIVADOS DEL METABOLISMO MICROBIA-
NO RUMINAL TRAS LA INCLUSION DE ACEITE DE
LINO EN LA DIETA DE CABRAS LECHERAS
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RESUMEN

La incorporacién de suplementos lipidicos ricos en el dcido a-linolénico (cis-9
cis-12 ¢is-15 18:3), como el lino o la camelina, en la dieta de animales rumian-
tes en lactacién se ha perfilado como una estrategia nutricional muy efectiva
para aumentar los contenidos de dcidos grasos omega-3 en la grasa de leche
(Gémez-Cortés et al., 2009; Martinez-Marin ez al., 2012; Halmemies-Beau-
chet-Filleau ez a/.,2017). Sin embargo, el efecto que estos suplementos pueden
desencadenar tanto en el medioambiente ruminal como en el metabolismo
lipidico, no es tan conocido y merece un estudio en profundidad. En este ca-
pitulo se evalua la influencia de la incorporacién de aceite de lino (30 g/dia)
en la dieta de cabras lecheras, comparando a su vez dos tipos de concentrado,
uno rico en fibra neutro detergente y otro con alto contenido en almidén. Las
cuatro dietas ensayadas se suministraron durante 25 dias. Se tomaron mues-
tras de leche al comienzo (Dia 1), en la primera semana (Dia 7) y al final del
periodo experimental (Dia 25) y se investigaron los efectos que los distintos
tratamientos ejercian sobre los dcidos grasos derivados del metabolismo mi-
crobiano ruminal, principalmente dcidos grasos de cadena impar, ramificada y
acidos grasos srans. La alimentacién con un concentrado rico en fibra neutro
detergente mostré los contenidos mds elevados de los dcidos grasos 15:0, 14:0
iso y 16:0 iso en leche, que disminuyeron significativamente cuando ese mismo
concentrado se suplementé con aceite de lino. En contraste, el concentrado
rico en almidén presenté niveles mas bajos de 15:0, 14:0 iso y 16:0 iso, y sus
porcentajes no variaron cuando se adicioné el aceite. Respecto a los dcidos
grasos frans, sus niveles aumentaron significativamente en los tratamientos
que incluyeron aceite de lino en su composicién, pero no se observaron dife-
rencias segin la composicién del concentrado. En el presente trabajo se detalla
la evolucién temporal de estos dcidos grasos minoritarios relacionados con el
metabolismo microbiano y se discute la presencia de los mismos en la grasa
lactea, fruto del proceso de biohidrogenacién ruminal del dcido a-linolénico.
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INTRODUCCION

Los mamiferos son capaces de sintetizar todos los dcidos grasos necesarios
para un buen funcionamiento de su organismo con excepcién de los dcidos
grasos de las familias omega-6 y omega-3, que deben suministrarse en la dieta
y por ello se consideran esenciales. Si nos centramos en los animales rumian-
tes, los piensos mds utilizados por las explotaciones ganaderas suelen contener
cantidades destacables de dcidos grasos omega-6, mientras que la presencia de
acidos grasos omega-3 a menudo es muy limitada. Los dcidos grasos omega-3
estin involucrados en diversos procesos biolégicos y su suplementacion dieté-
tica es de especial interés en ganado lechero. La ingesta de dcidos grasos ome-
ga-3 ha mostrado efectos beneficiosos tanto en el sistema reproductor como
en el sistema inmunolégico del ganado (Moallem, 2018). De especial interés
para la nutricién humana son los efectos en el perfil lipidico de la leche, ya que
la suplementacién con dcidos grasos omega-3 no sélo aumenta el contenido
de los mismos en los productos derivados de rumiantes, sino que también re-
duce los niveles de dcidos grasos saturados y la relacién omega-6:omega-3 en
la grasa lictea (Bernard ez al., 2018).

Durante décadas, los ganaderos han suministrado suplementos lipidicos al
ganado para mejorar el rendimiento lechero y modular el perfil de dcidos grasos
de la leche (Givens and Shingfield, 2006). En general, existen dos fuentes prin-
cipales de acidos grasos omega-3 en la dieta de animales rumiantes. Por un lado,
estdn aquellos suplementos de origen vegetal, como el aceite de lino o la camelina,
que se caracterizan por presentar niveles destacados de dcido a-linolénico (18:3
omega-3) y, por otro lado, los suplementos de origen marino como el aceite de
pescado y las microalgas, que son una buena fuente de los dcidos grasos eicosa-
pentaenoico (20:5 omega-3) y docosahexaenoico (22:6 omega-3). Investigacio-
nes previas han sefialado que los suplementos de origen marino pueden suprimir
la ingesta de alimento en animales rumiantes cuando se suministran en niveles
por encima del 1% de materia seca (AbuGhazaleh ez al., 2002 Whitlock ez al.,
2002). Sin embargo, esto no ocurriria con los aceites y semillas de origen vegetal
y, por ello, han sido mds ampliamente utilizados en granjas de explotacién.
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Una vez que los lipidos entran en el tracto digestivo de los animales ru-
miantes estin sometidos a dos transformaciones microbianas en la cavidad
ruminal, el proceso de lipolisis y la biohidrogenacién. En la lipolisis, los tri-
glicéridos de la dieta son hidrolizados a glicerol y dcidos grasos libres por la
accién de las enzimas lipasas presentes en las bacterias ruminales. Si los lipidos
no estdn protegidos, como en el caso de la suplementacién con aceites, este
proceso es muy rdapido y la extensién en la que se produce la lipolisis es muy
elevada, llegindose a hidrolizar entre un (85-95)% de la cantidad de aceite
suministrado y con una acumulacién minima de moléculas de mono- y di-gli-
céridos (Bauchart ez al., 1990). El glicerol resultante de la lipolisis sufre un
proceso de fermentacién, generando dcidos grasos volatiles que son absorbidos
a través de la pared ruminal y pueden ser utilizados como precursores en la
sintesis de novo de dcidos grasos de cadena corta y media en la glindula mama-
ria (Doreau y Ferlay, 1994). Por otra parte, los dcidos grasos libres presentes en
el rumen son sometidos a un proceso de biohidrogenacién en el que los dobles
enlaces de sus moléculas son hidrogenados por las bacterias hasta convertirse
en dcidos grasos saturados. Existe la idea generalizada de que la biohidrogena-
cién ocurre para proteger a la microbiota ruminal de posibles efectos téxicos
que los dcidos grasos insaturados podrian ejercer, ya que se ha demostrado que
la toxicidad de los dcidos grasos saturados es menor que la de los insaturados
para los microorganismos (Vargas-Bello-Pérez y Garnsworthy, 2013).

La extensién del proceso de biohidrogenacién ruminal depende de diversas
variables, entre las que destaca la relacién forraje:concentrado de las raciones
(Kucuk ez al., 2001), 1a forma fisica en la que se presentan los suplementos
lipidicos (Whitlock ez al., 2002), y 1a cantidad de grasa adicionada en la dieta
(Shingfield ez al., 2003). Otros factores como la cantidad de almidén ingerido
por los animales han sido menos evaluados, pero podrian también tener un
efecto destacado en este complejo entramado que es la biohidrogenacién ru-
minal. Por otra parte, se ha estudiado que los suplementos de origen marino
evitan la biohidrogenacién completa de los dcidos grasos poli-insaturados y, en
consecuencia, se reduce la produccién de dcido estedrico (18:0) y se acumulan
dcidos grasos monoinsaturados en el rumen. Este fenémeno estaria originado
por cambios en la poblacién microbiana y una disminucién del pH en el ru-
men (Loor e al., 2005a y 2005b).

La biohidrogenacién ruminal de los lipidos de la dieta suele ser incompleta.
Un amplio espectro de productos de biohidrogenacién, en su mayoria dcidos
grasos cis y frans mono- y poli-insaturados, alcanzan el duodeno y, después de
ser absorbidos, se acumulan en los distintos tejidos del animal rumiante y en
la grasa de leche (Shingfield ez al., 2013).

La manipulacién del metabolismo lipidico en rumiantes supone al mismo
tiempo un desafio y una oportunidad para mejorar el perfil lipidico de los pro-
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ductos alimenticios que derivan de estos animales, principalmente leche, carne
y productos lacteos (Scollan ez al., 2014).

La leche y los productos licteos se encuentran entre los alimentos mds
utilizados en la dieta humana moderna. Mediante la incorporacién de aceite o
semilla de lino en las raciones de ganado vacuno, los niveles de dcidos grasos
omega-3 en la grasa de leche pueden modificarse desde (0.2 — 0.5) g / 100
g de dcidos grasos totales, que serian los niveles convencionales, a alcanzar
contenidos comprendidos entre (1.0 - 1.8) g / 100 g si el ganado consume el
suplemento rico en dcido a-linolénico (Moallem, 2018). Ademds del aumento
de los dcidos grasos omega-3, de forma directa se produce una disminucién de
la relacién omega-6:omega-3, que seria muy positiva desde el punto de vista
nutricional de la grasa lactea.

En las sociedades occidentales, el consumo de dcidos grasos omega-6 ha
aumentado considerablemente en las ultimas décadas. La proporcién ome-
ga-6:omega-3 en nuestra alimentacién ha variado desde valores en torno a la
unidad antes de 1960, a superar el rango (15 - 20) en las dietas occidentales
modernas. Es importante sefialar que el desajuste en la relacién omega-6:ome-
ga-3 se ha sefialado como el origen de muchas de las enfermedades crénicas
que afectan a las sociedades industrializadas (Simopoulos, 2008) y muchos
expertos apuntan a la necesidad de reducir esta relacién en los alimentos que
consumimos. Aproximadamente el 35% de las calorias diarias totales que con-
sume un humano adulto provienen de la grasa. Si el 50% del consumo diario
de grasa procede de productos licteos, un humano adulto consumiria ~ 40 g
de grasa de dicha fuente. El enriquecimiento de la grasa lictea con ~ 1.2 g de
dcido a-linolénico / 100 g de dcidos grasos totales, significaria que la ingesta
humana de dcidos grasos omega-3 aumentaria alrededor de 0.5 g / dia (Moa-
llem, 2018). Estos aumentos irfan acompafiados de una reduccién del conte-
nido de 4cidos grasos saturados y la disminucién de la relacién omega-6:ome-
ga-3 en la dieta por lo que, en comparacién con el consumo de grasas licteas
convencionales, la ingesta de grasa de leche enriquecida de forma natural en
dcidos grasos omega-3 seria muy recomendable para la salud humana.

A pesar del auge de la suplementacién de la dieta de animales rumiantes con
suplementos ricos en dcidos grasos omega-3, existe poca informacién en la lite-
ratura que describa los efectos que estos suplementos originan en el medioam-
biente ruminal y en ciertos dcidos grasos minoritarios que encontramos en la
grasa ldctea y que proceden del metabolismo microbiano. Estos efectos no sélo
estin motivados por la suplementacién lipidica sino también por la dieta base
que consumen los animales. El presente estudio compara la suplementacién de
la dieta de cabras lecheras con 30 g al dia de aceite de lino en dos concentra-
dos experimentales diferentes, uno rico en fibra neutro detergente y otro con
un alto contenido de almidén. Se examinaron en detalle los efectos que estas
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dietas tuvieron en el perfil de la grasa lictea, prestando especial atencién a los
dcidos grasos derivados del metabolismo microbiano ruminal, principalmente
dcidos grasos de cadena impar, ramificada y dcidos grasos #rans.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALESY DIETAS

El trabajo experimental se llevé a cabo en el campus de Rabanales de la Uni-
versidad de Cérdoba, siguiendo las especificaciones de la normativa espaiola
de proteccién de animales de experimentacién (Real Decreto 53/2013, de 1
de febrero, por el que se establecen las normas bésicas aplicables para la pro-
teccién de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia).

Se utilizaron 16 cabras de raza Malaguefia con un peso vivo inicial de 52.9
+ 3.7 kg. Todos los animales se encontraban en su segunda o tercera lacta-
cién (118 + 16 dias de lactacion). Las cabras se seleccionaron de una granja
comercial y se agruparon, antes de comenzar el experimento, en grupos de 4
cabras cada una atendiendo su peso vivo y produccién de leche. Se alojaron
en jaulas de 1,0 x 1,4 m, con suelo permeable a los excrementos y dotadas de
comederos y bebederos independientes. Finalmente, los grupos se asignaron
de forma aleatoria a cada uno de los cuatro tratamientos experimentales que
estan descritos en la Tabla 3.1.

Las cuatro raciones presentaron la misma dieta basal, que consistia en heno de
alfalfa y un concentrado granulado en una proporcién 33:67. Los concentrados
experimentales se elaboraron antes de comenzar el estudio en las instalaciones de
la empresa Iniciativas Alimentarias S.A. (Torralba de Calatrava, Ciudad Real).

El concentrado rico en almidén se preparé a base de cebada, maiz y hari-
na de soja mientras que en el concentrado rico en fibra neutro detergente, se
reemplazé el 50% de los contenidos de cebada y maiz molido por cascarilla
de soja. La relacién almidén:fibra neutro detergente fue de 3,1 para el con-
centrado rico en almidén y 0,8 para el concentrado rico en fibra. Dado que
la relacién forraje:concentrado no se modificé en los diferentes tratamientos
experimentales, se puede confirmar que la mayor parte de la fibra neutro de-
tergente en las dietas no estd influenciada por el tipo de forraje empleado.
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Tasra 3.1. Ingredientes, composicién quimica y valor nutritivo de las 4 dietas experimen-
tales ensayadas.

Fibra + Almidén +
Fibra Almidén
Lino Lino
Racién, g/d
Heno de alfalfa 600 600 600 600
Concentrado 1200 1200 1200 1200
Aceite de lino - 30 - 30
Ingredientes, g/kg peso seco al aire
Maiz molido 178,0 173,7 356,0 347,5
Cebada molida 178,0 173,7 356,0 347,5
Cascarilla de soja 356,0 347,6 0,0 0,0
Harina de soja molida 250,0 2440 250,0 244.0
Aceite de lino 0,0 24.4 0,0 24,4
Corrector vitamini-
] 30,0 29,3 30,0 29,3
co-mineral
Aglomerante 7,0 6,8 7,0 6,8
Antioxidante 1,0 1,0 1,0 1,0
Composicién quimica
Materia seca (MS), % 89,5 90,0 89,2 89,7
Cenizas, % MS 7,3 7,2 7,0 6,3
Proteina bruta, % MS 18,1 18,0 18,2 17,8
Fibra neutro detergen-
40,7 40,4 27,5 27,7
te, % MS
Carbohidratos no fi-
31,8 30,6 44 4 43,3
brosos, %MS
Almidén, % MS 19,7 18,3 33,6 32,1
Grasa hidrdlisis dcida,
2,1 3,9 2,9 4,4
% MS
Valor nutritivo
ENL, MJ/kg 5,83 6,05 5,97 6,19
PDIA, g/kg 60 59 59 58
PDIE, g/kg 117 115 114 112
PDIN, g/kg 106 104 103 102
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Los otros dos tratamientos experimentales (Fibra + Lino y Almidén +
Lino) consistian en el mismo concentrado (Fibra y Almidén) al que se le adi-
cioné 30 g de aceite de lino. El perfil de dcidos grasos del aceite de lino utiliza-
do se muestra en la Tabla 3.2. El aceite de lino contenia mas de 45 g de dcido
a-linolénico / 100 g de dcidos grasos totales y una relacién omega-6:omega-3
inferior a 1. El aceite se afiadié de forma manual a los concentrados experi-
mentales, mezclado en una proporcién 1:10 con la harina de soja molida, para
facilitar una distribucién homogénea en la mezcladora.

Tasra 3.2. Perfil de dcidos grasos del aceite de lino incorporado en las raciones (g/100 g
de 4cidos grasos totales).

Acido graso

14:0 0,05
15:0 0,03
16:0 5,49
17:0 0,07
cis-9 16:1 0,08
18:0 4,10
cis-9 18:1 17,49
cis-11 18:1 0,71
cis-9, cis-12 18:2 15,62
trans-9, cis-12, trans-15 18:3 0,42
cis-9, cis-12, trans-15 18:3 3,66
cis-9, trans-12, cis-15 18:3 0,59
trans-9, cis-12, cis-15 18:3 3,08
cis-9, cis-12, ¢is-15 18:3 46,59
Otros 2,02
¥ Acidos grasos saturados 9,74
3 Acidos grasos insaturados 88,24
Y omega-6 15,62
> omega-3 54,34
Relacién omega-6:omega-3 0,29

Las dietas experimentales se prepararon diariamente y se ofrecieron a los
animales en 2 tomas iguales, a las 9:30 h y a las 17:30 h. Las cabras tenfan
acceso a agua ad libitum. El ordefio se llevé a cabo de forma individual, una
vez al dia, con un sistema de ordefio mecédnico portitil (DeLaval, Madrid).
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Se tomaron muestras individuales de cada una de las cabras en lactacién al
comienzo del experimento (Dia 1), en la primera semana (Dia 7) y al final del
periodo experimental (Dia 25). Las muestras se guardaron a -20 °C hasta que
fueron atemperadas para ser analizadas en el laboratorio.

EXTRACCION DE LA GRASA DE LECHE, DERIVATIZACION
Y ANALISIS CROMATOGRAFICO

La extraccién de la fraccién lipidica de las muestras de leche de cabra se llevé a
cabo segun el método descrito por Luna ez a/., 2005, que consiste en un proce-
so de doble centrifugacién. La primera centrifugacion se realiza a temperatura
ambiente durante 30 min para separar la nata del resto de componentes de la
leche. A continuacion, la nata se recoge en microtubos de centrifuga de 2 mL
que se centrifugan de nuevo en frio (0°C) durante 20 min para separar la grasa.
El extracto lipidico se recoge en viales dmbar y, tras aplicarse una corriente de
nitrégeno para evitar procesos oxidativos en el espacio de cabeza, se almacenan
a -20°C hasta llevar a cabo la derivatizacion.

El procedimiento de derivatizacién consistié en una metandlisis basica de
los triacilgliceroles usando KOH 2N disuelto en metanol (ISO-IDEF, 2002).
El andlisis de los ésteres metilicos se realizé por cromatografia de gases de
acuerdo al procedimiento descrito por De la Fuente ez a/. (2015). Se utilizaron
dos equipos cromatograficos equipados con columnas capilares complementa-
rias. El primero fue un modelo Agilent 6890 N Network System, (Palo Alto,
Estados Unidos) equipado con autoinyector, detector de ionizacién de llama
y una columna capilar polar de silice fundida CP-Sil 88 (100 m x 0.25 mm
de didmetro interno, Varian, Middelburg, Holanda). La temperatura del in-
yector y del detector fueron de 250°C. El Helio fue el gas portador con una
presién en cabeza de columna de 193 kPa y se utiliz6 un split 1:100. El horno
se mantuvo a 45 °C durante 4 minutos tras la inyeccién y, a continuacién, se
programé un aumento de temperatura progresivo de 13°C/min hasta alcanzar
165°C, temperatura que se mantuvo durante 35 minutos. Después se pro-
gramé una segunda rampa de temperatura a 4°C/min hasta alcanzar 215°C,
manteniendo esta temperatura 30 min adicionales. El segundo cromatégrafo
(Agilent model 7820 GC System) estaba equipado con una columna capilar
con fase estacionaria consistente en un liquido i6nico de extrema polaridad,
por encima del 100% en la escala de polaridad (SLB-IL.111,100 m x 0.25 mm
de didmetro interno, Supelco, Estados Unidos). La temperatura del inyector y
del detector fueron de 250°C. EI Helio fue el gas portador con una presién en
cabeza de columna de 241 kPa y también se utilizé un split 1:100. El horno
se mantuvo a 168°C durante 45 minutos tras la inyeccién y, a continuacién, se
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programé un aumento de temperatura progresivo de 5°C/min hasta alcanzar
210°C, temperatura que se mantuvo durante 37 minutos adicionales.

La identificacién de los dcidos grasos se llevé a cabo por espectrometria de
masas utilizando un Agilent modelo 7890A provisto de un detector de masas
(5975C inert MSD) que operé con una energia de ionizacién por impacto elec-
trénico de 70 EV. El resto de condiciones cromatogréficas fueron similares a las
descritas anteriormente para el andlisis con columnas CP-Sil 88 y SLB-IL111,
excepto que el split utilizado fue 1:25. Para confirmar las asignaciones, se utili-
zaron patrones comerciales (Nu-Chek Prep. Inc., Elysian, Estados Unidos) y la
biblioteca del Instituto Nacional de Estdndares y Tecnologia (NIST 05).

La cuantificacién de los ésteres metilicos de acidos grasos individuales se
llevé a cabo por comparacién con una grasa de leche de referencia de composi-
cién certificada por la Comisién Europea (CRM 164; European Community
Bureau of Reference, Brussels, Belgium). Para obtener el perfil completo de
acidos grasos, se combinaron los resultados de las dos columnas cromatogra-
ficas complementarias. Los resultados de la columna CP-Sil 88 se utilizaron
como la principal fuente de referencia, mientras que los cromatogramas obte-
nidos con la columna SLB-IL111 se emplearon para calcular los porcentajes
de aquellos 4cidos grasos que no podian separarse con la columna CP-Sil 88
de acuerdo con los cdlculos que se muestran en la Tabla 3.3.

Leche
147 Separacion de la grasa

Fraccion Lipidica

l

;

A
| Metilacion | - %
|
R—C—0—CH CH OH
Y o ? L
i
R—C—O0—CH + SCHSOH - SR—C—O—CH3+ CHOH
o]
i | |
R—C—O—CH2 CHZOH
TRIGLICERIDO METANOL METIL ESTER GLICEROL

Perfil de acidos grasos

Ficura 3.1. Esquema del tratamiento de muestra pre-
vio a la caracterizacién de su perfil lipidico.
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ANALISIS ESTADISTICO

El anilisis estadistico se llevé a cabo con el programa SAS University Edition
3.5 (SAS Institute Inc., Cary, USA). Se utiliz6 el procedimiento MIXED para
el andlisis de medidas repetidas en el tiempo en cada uno de los dcidos grasos
individuales presentes en la grasa de leche (Littell ez a/., 2002). El modelo esta-
distico incluyé el valor a dia 0 como covariable, el efecto fijo del tratamiento, dia
y su interaccion, asi como el efecto aleatorio del animal anidado al tratamiento.
Se asumié una estructura de simetria compuesta sobre la base de los criterios
de ajuste del modelo de informacién bayesiano de Schwarz. Las medias de
minimos cuadrados (ajustadas por la covarianza) de la interaccién tratamiento
x tiempo se compararon mediante la opcion CONTRAST del procedimiento
MIXED. El nivel de significacién quedé establecido en P < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

ACIDOS GRASOS IMPARES Y RAMIFICADOS

La Tabla 3.4 muestra un total de 8 dcidos grasos de cadena impar y / o ra-
mificada detectados en grasa de leche de cabras alimentadas con los 4 tra-
tamientos experimentales ensayados. En términos generales, la grasa lictea
presenté alrededor de un 2 % del total de dcidos grasos en forma de 4cidos
grasos ramificados (iso y anteiso) y aproximadamente un 1.5 % en forma de
acidos grasos impares, siendo los mds abundantes 15:0, 17:0 y sus anilogos
metil-ramificados.

La evolucién temporal de los dcidos grasos impares y ramificados no siguié
un Unico patrén,y se observaron distintas evoluciones segun el dcido graso y la
dieta experimental seleccionada. Los mayores cambios se detectaron en la ra-
cién que incluia un concentrado rico en fibra neutro detergente, con aumentos
significativos en los dcidos grasos iso 14:0, 15:0, anteiso 15:0, iso 16:0 y anteiso
17:0 desde el inicio (Dia 1) al final del tratamiento (Dia 25). Los niveles de iso
14:0,15:0 y iso 15:0 en grasa lictea también se incrementaron cuando el con-
centrado rico en fibra se mezclé con aceite de lino. Por su parte, el concentrado
rico en almidén provocé variaciones significativas en los dcidos grasos 15:0,
iso 17:0 y anteiso 17:0, entre los que destaca una caida en los niveles de anteiso
17:0 tras 7 dias de suplementacién con aceite de lino.

104



Es bien conocido que la mayor parte de los dcidos grasos de cadena impar
y ramificada que se encuentran en la grasa lictea proceden de la fermentacién
ruminal y, por ello, estos compuestos se han utilizado como biomarcadores no
invasivos de la actividad microbiana del rumen (Goetsch, 2019). De hecho, se
ha demostrado que variaciones en los contenidos de dcidos grasos impares y
ramificados pueden reflejar cambios en las poblaciones bacterianas del rumen
y alteraciones inducidas por la composicién de la dieta de los animales. Por
ejemplo, Civico e# al. (2017) utilizaron de manera efectiva las concentraciones
de los dcidos grasos de cadena impar y ramificada en leche de cabra para dife-
renciar diversas dietas experimentales suplementadas o no con aceite de lino.
En otro estudio reciente, también llevado a cabo en leches de ganado caprino,
se observaron niveles mds bajos de dcidos grasos impares y ramificados cuando
la dieta de los animales era suplementada con aceite de palma hidrogenado o
aceite de colza (Inglingstad ez a/., 2017). Estos autores sefialaron que la inclu-
sién de aceites en las raciones de los animales rumiantes podria generar efectos
adversos en la actividad microbiana ruminal, disminuyendo la sintesis de novo
y ocasionando cambios en el perfil de los dcidos grasos impares y ramificados
que finalmente se incorporan a la grasa lictea.

Como se expuso en la introduccidn, las bacterias celuloliticas tienen la ca-
pacidad de producir celulasas, enzimas que pueden hidrolizar la celulosa, y
que se caracterizan por rendir mayores contenidos de dcidos grasos ramifi-
cados iso. En contraste, las bacterias amiloliticas son digestoras de almidén y
suelen mostrar niveles superiores de dcidos grasos impares y contenidos mds
limitados de dcidos grasos de cadena ramificada (Vlaeminck ez a/., 2006). En
la Figura 2 se muestran los contenidos en grasa de leche de los dcidos grasos
iso 14:0 e iso 16:0 al final del periodo experimental (Dia 25). Los niveles mas
altos de ambos dcidos grasos se detectaron en cabras alimentadas con el con-
centrado rico en fibra neutro detergente, y se observaron aumentos significa-
tivos en grasa lictea desde la primera semana de tratamiento (Dia 7, Tabla 4).
Estos cambios podrian estar relacionados con un crecimiento poblacional de
las bacterias celuloliticas que habitan el rumen, como resultado de los mayores
niveles de fibra en las raciones. Por otro lado, el grupo de cabras que consumié
el concentrado rico en fibra y suplementado con aceite de lino mostré conteni-
dos significativamente menores de iso 14:0 e iso 16:0 (Figura 2), lo que podria
sugerir que la incorporacién de un suplemento lipidico en dietas con un con-
tenido alto de fibra neutro detergente podria también desencadenar cambios
en la microbiota ruminal.
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Tasra 3.4. Contenidos (g /100 g de acidos grasos totales) de dcidos grasos impares y
ramificados en grasa lictea de cabras alimentadas con un concentrado rico en fibra, un

concentrado rico en almidén o dichos concentrados mezclados con aceite de lino.

Acido graso Tratamiento (T) Dia (D) EEM
1 7 25
Fibra 0,046B 0,081Aa 0,076Aa
Fibra + Lino 0,039B 0,063Ab 0,058Ab
iso 14:0 0,0028
Almidén 0,043 0,053b 0,036¢
Almidén + Lino 0,041 0,043b 0,038¢
Fibra 0,541B 0,842Ba 0,871Aa
Fibra + Lino 0,487B 0,715Aab 0,670Ab
15:0 0,0219
Almidén 0,562 0,676b 0,644b
Almidén + Lino 0,539B 0,699Aab 0,741Aab
Fibra 0,165 0,195 0,176
Fibra + Lino 0,131B 0,178A 0,163AB
150 15:0 0,0058
Almidén 0,146 0,165 0,135
Almidén + Lino 0,132 0,152 0,155
Fibra 0,203B 0,301A 0,330A
Fibra + Lino 0,169 0,234 0,237
anteiso 15:0 0,0101
Almidén 0,208 0,249 0,229
Almidén + Lino 0,195 0,249 0,238
Fibra 0,146B 0,218A 0,193Aa
Fibra + Lino 0,150 0,179 0,171b
is0 16:0 0,0062
Almidén 0,134 0,162 0,153b
Almidén + Lino 0,171 0,165 0,158b
Fibra 0,796 0,809 0,786
Fibra + Lino 0,729 0,697 0,712
17:0 + ¢i5s-9 17:1 0,0164
Almidén 0,696 0,761 0,680
Almidén + Lino 0,670 0,649 0,709
Fibra 0,276 0,316ab 0,273
Fibra + Lino 0,275 0,300ab 0,258
iso 17:0 0,0067
Almidén 0,248B 0,323Aa 0,243B
Almidén + Lino 0,242 0,256b 0,214
Fibra 0,237B 0,245B 0,307A
Fibra + Lino 0,243 0,201 0,248
anteiso 17:0 0,0102
Almidén 0,277 0,262 0,269
Almidén + Lino 0,234A 0,148B 0,286A

EEM = error estindar de la media.
A,B,C Para cada 4cido graso, dentro de cada tratamiento, las medias de minimos cuadrados sin un superindice
comun son significativamente diferentes (P<0,05) entre dias de muestreo.
a,b,c Para cada 4cido graso, dentro de cada dia de muestreo, las medias de minimos cuadrados sin un superindice
comun son significativamente diferentes (P<0,05) entre tratamientos.
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Ficura 3.2. Contenido de los dcidos grasos iso 14:0 e is0 16:0 en la grasa lictea de cabras
alimentadas durante 25 dias con un concentrado rico en fibra, un concentrado rico en

almidén o dichos concentrados mezclados con aceite de lino.
* a,b,c indican medias significativamente diferentes (P<0,05) entre tratamientos. EEM = error estindar de la

media.

Los édcidos grasos iso 14:0 e iso 16:0 presentaron sus niveles mds bajos en
leche de cabras que consumieron el concentrado rico en almidén (Figura 2).
A diferencia del concentrado rico en fibra neutro detergente, no se observaron
cambios significativos cuando el concentrado rico en almidén se mezcl6 con
aceite de lino (Tabla 4). Esto pone de manifiesto que el aceite de lino ejerceria
un efecto mds determinante sobre la proliferacién de bacterias celuloliticas en
comparacién con las amiloliticas, del mismo modo que ocurre en ganado va-
cuno (Yang e al.,2009). La degradacién de sustratos ficilmente fermentables,
como el almidén y aztcares simples, puede desencadenar cambios importantes
en el medioambiente ruminal. Ello se debe, principalmente, a una disminu-
cién del pH y un aumento de los dcidos grasos voldtiles y los niveles de dcido
lactico en el rumen, que pueden llegar a ocasionar acidosis metabdlica en el
animal (Sun e a/, 2009). La existencia de una relacién entre los niveles de
iso 14:0 en grasa lictea y el pH ruminal se ha confirmado en ganado vacuno
(Fievez et al., 2012; Baumann ez al., 2016). Por tanto, existe la posibilidad de
que cabras alimentadas con el concentrado rico en almidén presenten un pH
ruminal mds bajo que aquellas que consumieron el concentrado rico en fibra
neutro detergente, lo que favoreceria una mayor abundancia relativa de bacte-
rias amiloliticas en la cavidad ruminal.
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Acidos grasos TRANS

La grasa lictea contiene dcidos grasos #rans de diversa estructura. Presenta
dcidos grasos frans monoinsaturados, principalmente 18:1,y poli-insaturados,
cuyos dobles enlaces pueden estar conjugados, no-conjugados y, en el caso de
contener 3 o mds dobles enlaces, también parcialmente conjugados. El perfil
de dcidos grasos frans de la leche de rumiante estd condicionado por los lipidos
presentes en la dieta de los animales. Los dcidos grasos #rans se producen de
forma natural en el rumen durante el proceso de biohidrogenacién, a partir
de los dcidos grasos insaturados de las raciones, principalmente oleico (cis-
9 18:1), linoleico (cis-9 cis-12 18:2) y a-linolénico (cis-9 cis-12 cis-15 18:3).
Como resultado de una biohidrogenacién incompleta de estos dcidos grasos
insaturados se obtiene una amplia gama de isémeros posicionales y geométri-
cos que, una vez abandonan el rumen, se incorporan al torrente sanguineo vy,
finalmente, son detectados en la grasa de leche (Kuhnt ez a/., 2016).

Los factores dietéticos que mds influyen en el perfil de los dcidos grasos
trans en la grasa lictea de rumiante son:

1. dietas que proporcionan altos contenidos de los dcidos grasos linoleico
y a-linolénico, precursores mayoritarios del metabolismo lipidico rumi-
nal.

2. raciones capaces de provocar cambios en el medioambiente ruminal y/o
en su actividad microbiana.

Es importante destacar que dietas con una baja relacién forraje:concen-
trado, altos contenidos de almidén y/o una suplementacién lipidica excesiva,
pueden alterar las rutas de biohidrogenacién ruminal y, en consecuencia, indu-
cir cambios en el perfil de dcidos grasos #rans de la leche (Bernard ez a/.,2018).
Para estudiar estos factores en profundidad, se llevé a cabo un andlisis exhaus-
tivo por cromatografia de gases del perfil #7ans de la grasa lactea procedente de
cabras alimentadas con las 4 raciones ensayadas (Fibra, Fibra + Lino, Almidén
y Almidén + Lino) durante todo el periodo experimental (Dia 1, Dia 7 y Dia
25, Tabla 5). En los analisis se utilizaron dos columnas capilares complemen-
tarias (CP-Sil88 y SLB-111) y se prest6 especial atencién a los intermediarios
de biohidrogenacién del dcido a-linolénico, por ser el dcido graso mayoritario
presente en el aceite de lino.
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Tasra 3.5. Contenidos (g / 100 g de dcidos grasos totales) de dcidos grasos #rans en grasa
lactea de cabras alimentadas con un concentrado rico en fibra, un concentrado rico en
almidén o dichos concentrados mezclados con aceite de lino.

Acido graso Tratamiento (T) Dia (D) EEM
1 7 25
Fibra 0,191 0,182 0,207b
Fibra + Lino 0,228B 0,242B 0,321Aa
trans=9 18:1 Almidén 0,216 0,201 0241 00
Almidén + Lino 0,202B 0,260B 0,330Aa
Fibra 0,178 0,187 0,328b
Fibra + Lino 0,228 0,239 0,346b
trans-10 18:1 Almidén 0214B 02668  0616A0 0012
Almidén + Lino 0,274 0,396 0,416b
Fibra 0,795 0,815b 1,320b
Fibra + Lino 0,981C 2,014Ba 3,254Aa
trans-1118:1 Almidén 1,235 1,115b 17800 17
Almidén + Lino 0,906C 2,100Ba 3,098Aa
Fibra 0,006 0,014b 0,011b
. Fibra + Lino 0,026B 0,046Aa 0,046Aa
trans-10 cis-15 18:2 Almidén 0,007 0,010 0,015b 0,0031
Almidén + Lino 0,025B 0,024Bb 0,043Aa
Fibra 0,025 0,054b 0,070b
. Fibra + Lino 0,111B 0,501Aa 0,651Aa
trans-11 cis-15 18:2 Almiden 0,040 0,025b 0,100b 0,0360
Almidén + Lino 0,071B 0,337Aa 0,449Aa
Fibra 0,041 0,042 0,039
. Fibra + Lino 0,044 0,044 0,054
trans-7 cis-9 18:2 Almidén 0,050 0,040 0,053 0,0017
Almidén + Lino 0,047 0,059 0,052
Fibra 0,402 0,610b 0,657b
. Fibra + Lino 0,512B 1,192Aa 1,450Aa
cis-9 trans-11 18:2 Almidén 0.579 0,639b 0,844b 0,0669
Almidén + Lino 0,419B 1,293Aa 1,384Aa
Fibra 0,017B 0,028Aa 0,021Aa
Fibra + Lino 0,018 0,016bc  0,014b
cis=9 trans-11 trans-15 18:3
Almidén 0,014B 0,020Ab 0,014Bb 0,0007
Almidén + Lino 0,013 0,014c 0,013b
Fibra 0,040 0,047b 0,041b
. . Fibra + Lino 0,042B 0,078Aa 0,079Aa
cis=9 trans-11 cis-15 18:3 Almidén 0,043 0,040b 0,045b 0,0036

Almidén + Lino 0,039B 0,074Aa 0,069Aa

EEM = error estindar de la media

A,B,C Para cada édcido graso, dentro de cada tratamiento, las medias de minimos cuadrados sin un superindice
comun son significativamente diferentes (P<0,05) entre dias de muestreo.

a,b,c Para cada dcido graso, dentro de cada dia de muestreo, las medias de minimos cuadrados sin un superindice

comun son significativamente diferentes (P<0,05) entre tratamientos.
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En términos generales, los cambios mds destacados en el perfil de dcidos
grasos frans se observaron con las dietas suplementadas con 30 g/dia de aceite
de lino, mientras que los efectos derivados de la composicién del concentrado
fueron mas limitados.

Alo largo de todo el periodo experimental, el dcido graso #rans monoinsatu-
rado mds abundante en la grasa lictea analizada fue el dcido vacénico (¢rans-11
18:1, Tabla 5). Sus contenidos fueron siempre superiores en la leche de cabras
cuyas dietas estaban suplementadas con el aceite de lino (Fibra + Lino y Al-
midén + Lino), sin observarse diferencias significativas entre los dos tipos de
concentrado (Figura 3). Como se expuso en la introduccién, el dcido vacénico
es el precursor fisiolégico del dcido ruménico (cis-9 #rans-11 18:2) y, en conse-
cuencia, ambos dcidos grasos mostraron una estrecha correlacién (Figura 3.4) y
una evolucién temporal andloga en las 4 dietas ensayadas (Figura 3.3).
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Ficura 3.3. Evolucién temporal los dcidos grasos frans-9 18:1, frans-10 18:1, trans-11
18:1y cis-9 #rans-11 18:2 en la grasa lictea de cabras alimentadas durante 25 dias con un
concentrado rico en fibra, un concentrado rico en almidén o dichos concentrados mezcla-
dos con aceite de lino. * Indica diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos
experimentales dentro de cada dia de muestreo. EEM = error estindar de la media.

El mayor aumento de los contenidos de dcido ruménico se produjo durante
la primera semana de suplementacién con aceite de lino y sus niveles se man-
tuvieron estables el resto del periodo experimental (Figura 3.3). El porcentaje
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de 4dcido ruménico en grasa lictea llegé a duplicarse tras el consumo de las
dietas Fibra + Lino y Almidén + Lino, sin detectarse diferencias significativas
entre los dos tipos de concentrado ensayados (Tabla 3.5). Estos resultados
ponen de manifiesto que la adicién de aceite de lino en las raciones es una
estrategia nutricional efectiva para aumentar los contenidos de dcido linoleico
conjugado en la grasa lictea de cabras, de la misma forma que ocurre con otras
especies de rumiantes (Roy ez al., 2006; Bodas ez al., 2010; Sojak ez al., 2015).
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Ficura 3.4. Regresion lineal entre los contenidos de cis-9 trans-11 18:2y frans-11 18:1 en
grasa de leche de cabra procedente de los 4 tratamientos experimentales.

El 4cido #rans-9 18:1 siguié una respuesta similar a los dcidos grasos vacéni-
co y ruménico, aunque no tan temprana. Las raciones suplementadas con 30 g /
dia de aceite de lino mostraron los mayores contenidos de #7ans-9 18:1 en leche
al final del periodo experimental (Dia 25, Figura 3.3, Tabla 3.5). Respecto a los
niveles de #rans-10 18:1, éstos se mantuvieron bajos y estables a lo largo de todo
el estudio y sélo se detectaron cambios significativos con el concentrado rico en
almidén al concluir el experimento (Dia 25, Figura 3.3, Tabla 3.5).

Estos resultados indicarian que el 4cido a-linolénico presente en las raciones
sigue la ruta principal de biohidrogenacién descrita por Harfoot y Hazlewood
(1997) que se presenta en la Figura 3.5. El primer paso de esta ruta implica
la isomerizacién del doble enlace en posicién 12 del dcido a-linolénico que
se transfiere con configuracién frans al carbono 11 para dar lugar al dcido
rumelénico (cis-9 frans-11 ¢is-15 18:3). A continuacién, una rdpida hidroge-
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nacién del enlace ¢is-9 forma el dcido graso #rans-11 cis-15 18:2 y, como resul-
tado de una posterior hidrogenacién del enlace cis-15, se obtiene el frans-11
18:1. La etapa limitante de este proceso es la reduccién final del 4cido vacénico
a dcido estedrico (18:0). En consecuencia, el dcido graso #rans-11 18:1 tiende
a acumularse en el fluido post-ruminal, convirtiéndose en el isémero #rans
mayoritario detectado en la grasa de leche (Kraft ez a/., 2003).

RUMEN

RUTA DE BIOHIDROGENACION PRINCIPAL RUTA DE BIOHIDROGENACION ALTERNATIVA

cis-9 cis-12 cis-15 18:3 |

cis-9 trans-11 cis-15 18:3 ‘ | frans-10 cis-12 cis-15 18:3 ‘

—T

trans-10 cis-15 18:2

trans-11 cis-15 18:2

trans-11 18:1

Ficura 3.5. Ruta de biohidrogenacién principal y alternativa del 4ci-
do a-linolénico (cis-9 cis-12 cis-15 18:3) en el rumen.

Se ha documentado que dietas con una proporcién elevada de carbohidratos
digeribles y/o lipidos pueden provocar un cambio en las rutas de biohidroge-
nacién ruminal (Figura 3.5) y aumentar los contenidos de #7ans-10 18:1 en la
grasa de leche (Griinari y Bauman, 1999; Or-Rashid ez a/., 2009). En nuestro
estudio, los niveles de #7ans-10 18:1 no se vieron afectados por la suplementa-
cién con aceite de lino (Tabla 3.5). Unicamente se detecté un ligero aumento
de #7ans-10 18:1 en la leche procedente de cabras alimentadas con el concen-
trado rico en almidén al final del periodo experimental (Dia 25, Figura 3.3). El
hecho de que los contenidos de #7ans-11 18:1 no disminuyeron en ninguna de
las raciones ensayadas y que las concentraciones de #7ans-10 18:1 fueron bajas
incluso con el concentrado rico en almidén (< 0.7 g / 100 g de 4cidos grasos
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totales), implicaria un predominio de la ruta de biohidrogenacién principal del
dcido a-linolénico en el rumen de estos animales. La estabilidad del metabo-
lismo lipidico en las cabras lecheras que siguieron los tratamientos experimen-
tales serfa muy positiva desde el punto de vista nutricional de la grasa lactea.
Nuestros resultados ponen de manifiesto que la incorporacién de 30 g / dia de
aceite de lino en la dieta de ganado caprino no altera las vias de biohidrogena-
cién y que dicho suplemento lipidico es efectivo para mejorar el perfil de dcidos
grasos de la leche. Ademds, la suplementacién de la dieta de rumiantes con
aceite de lino no sélo aumenta los contenidos de #7ans-11 18:1y cis-9 trans-11
18:2 en la leche, sino que también disminuye la proporcién de dcidos grasos
saturados y enriquece la leche con dcidos grasos omega-3 (Bernard ez a/., 2018).

Otros intermediarios de la ruta de biohidrogenacién convencional del aci-
do a-linolénico, como el cis-9 trans-11 cis-15 18:3 y el trans-11 cis-15 18:2,
también aumentaron significativamente en grasa lactea cuando las dietas con-
tenfan aceite de lino en su composicién (Figura 3.6).

Ambos dcidos grasos experimentaron una subida dréstica durante la pri-
mera semana de suplementacién y, a partir del Dia 7, sus niveles se estabili-
zaron (Figura 3.6). De la misma forma que ocurrié con los dcidos vacénico y
ruménico, los contenidos de cis-9 trans-11 cis-15 18:3 y trans-11 cis-15 18:2
no se vieron alterados por el tipo de concentrado suministrado (Tabla 3.5).
Esto pone de manifiesto que su presencia se debe fundamentalmente al aceite
de lino de las raciones y es una prueba mis de la importancia de la biohidroge-
nacién ruminal del dcido a-linolénico en la composicién de la grasa de leche.

Como se observa en la Figura 3.5, un cambio en el metabolismo lipidi-
co podria favorecer la isomerizacién del enlace c¢is-9 del dcido a-linolénico a
trans-10 para dar lugar al dcido graso frans-10 cis-12 ¢is-15 18:3 que, tras una
rapida hidrogenacién del enlace cis-12, generaria #rans-10 cis-15 18:2. Desa-
fortunadamente, el dcido graso #rans-10 cis-15 18:2 no se puede determinar
con las columnas capilares de cianopropil siloxano que se utilizan en los and-
lisis de rutina de cromatografia de gases para determinar el perfil de dcidos
grasos de la leche. Trans-10 cis-15 18:2 co-eluye con el dcido graso trans-11
cis-15 18:2 y, hasta la fecha, s6lo es posible su separacién mediante el empleo
de fases estacionarias extremadamente polares, como la columna SLB-IL111
fabricada con liquidos iénicos (De la Fuente e a/., 2015).

Las grasas lacteas del presente estudio se analizaron con dos columnas ca-
pilares complementarias de 100 m, una columna polar clasica (CP-Sil88) y la
columna SLB-IL111. El analisis con la columna SLB-1L.111 permitié resolver
ambos isémeros posicionales y el tiempo de anilisis se redujo de forma notable
(Figura 3.7). Los contenidos de #rans-10 cis-15 18:2 y trans-11 cis-15 18:2 se
calcularon segtin las férmulas de la Tabla 3.3 y, en la Figura 3.8, se presentan los
resultados al final del experimento (Dia 25). En comparacién con las dietas sin
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suplementar con aceite de lino, los niveles de #7ans-10 cis-15 18:2 en grasa lic-
tea se multiplicaron x 4 en el tratamiento Fibra + Lino y x 3 en el tratamiento
Almidén + Lino. Ademis, no se detectaron diferencias significativas segin el
tipo de concentrado administrado. 77ans-10 cis-15 18:2 siguié el mismo patrén
que otros productos de biohidrogenacién del dcido a-linolénico, como #rans-11
cis-15 18:2 y ¢is-9 trans-11 cis-15 18:3, 1o que indica que el dcido a-linolénico
suministrado por el aceite de lino es indispensable para que se forme #rans-10
cis-15 18:2 en el rumen y aumenten sus contenidos en grasa de leche.
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Ficura 3.6. Evolucién temporal los dcidos grasos #rans-11 cis-15 18:2 y cis-9 trans-11 cis-
15 18:3 en la grasa lictea de cabras alimentadas durante 25 dias con un concentrado rico en
fibra, un concentrado rico en almidén o dichos concentrados mezclados con aceite de lino.

*Indica diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos experimentales dentro de cada dia de muestreo.

EEM = error estidndar de la media.
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Otro 4cido graso frans que se pudo discriminar gracias al empleo de la
columna SLB-IL111 fue el #rans-7 cis-9 18:2, el segundo isémero mayoritario
de 4cido linoleico conjugado presente en productos derivados de rumiantes
(Delmonte ez al.,2011). La separacién de los isémeros trans-7 cis-9 18:2 y cis-
9 trans-11 18:2 no es posible cuando se utilizan columnas capilares convencio-
nales y, a menudo, se llevan a cabo andlisis complementarios por cromatogratia
de liquidos de alta eficacia con intercambiador de iones plata (Ag™-HPLC)
para su resolucién. En nuestro estudio, el empleo de la columna SLB-1L.111
permitié separar el dcido graso frans-7 cis-9 18:2 sin necesidad de recurrir a
otras técnicas cromatogréficas y sus contenidos se determinaron segun la Ta-
bla 3.3. No obstante, los niveles de #rans-7 cis-9 18:2 no se modificaron con
ninguno de los tratamientos experimentales ensayados en los distintos dias de

muestreo (Tabla3.5).
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Ficura 3.7. Separacién cromatogrifica de los isémeros srans-11 cis-15 18:2 y trans-10
¢is-15 18:2 en grasa ldctea caprina con dos columnas capilares complementarias de 100 m

(CP-Sil88 y SLB-IL111).

Investigaciones recientes han puesto de manifiesto el complejo metabolis-
mo lipidico del 4cido a-linolénico en el rumen (Shingfield ez a/., 2010; Biatek
et al., 2017). En la actualidad, sélo existe consenso cientifico para la ruta de
biohidrogenacién principal del dcido a-linolénico, mientras que la ruta al-
ternativa de biohidrogenacién es todavia objeto de estudio (Figura 3.5). Al-
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gunos autores han estimado que la microbiota ruminal podria generar hasta
14 isémeros posicionales y geométricos diferentes del dcido a-linolénico que
darfan lugar a un amplio espectro de intermediarios de biohidrogenacién (Lee
y Jenkins, 2011). De entre todos los dcidos grasos #rans que se obtendrian, el
sustrato frans-10 cis-15 18:2 es el que ha generado una mayor controversia en
los dltimos afos. Sus contenidos no se han relacionado con una mayor presen-
cia del dcido graso #rans-10 18:1 en grasa lictea (Gémez-Cortés ez al., 2017)
pese a ser el producto de biohidrogenacién mayoritario en la ruta metabélica
postulada por Griinari y Bauman (1999) (Figura 3.5).
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Ficura 3.8. Contenido de los dcidos grasos frans-10 cis-15 18:2, trans-11 cis-15 18:2 y
cis-9 trans-11 cis-15 18:3 en la grasa lictea de cabras alimentadas durante 25 dias con un
concentrado rico en fibra, un concentrado rico en almidén o dichos concentrados mezcla-
dos con aceite de lino.

*a,b,c indican medias significativamente diferentes (P<0,05) entre tratamientos. EEM = error estandar de la media.
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La relacién existente entre zrans-10 cis-15 18:2 y el metabolismo rumi-
nal del 4cido a-linolénico ha sido plenamente demostrada en distintos estu-
dios. Honkanen e# a/. (2016) incubaron muestras de fluido ruminal con 4ci-
do a-linolénico y observaron que la microbiota ruminal era capaz de formar
trans-10 cis-15 18:2, entre otros intermediarios de biohidrogenacién. En la
misma linea, otras investigaciones han detectado un incremento de los conte-
nidos de #7ans-10 cis-15 18:2 en fluido ruminal, carne y leche cuando la dieta
de los animales rumiantes se suplementaba con semilla o aceite de lino (Alves
y Bessa, 2014; Turner ez al., 2015, Gémez-Cortés ez al., 2017).

Por otra parte, todavia no existen evidencias suficientes que indiquen que
trans-10 cis-12 cis-15 18:3 es el unico precursor fisiolégico de #rans-10 cis-15
18:2 (Biatek ez al., 2017). Kishino ez al. (2009), en un estudio desarrollado in
vitro en células de Lactobacillus plantarum, postularon una via metabdlica en
la que frans-10, cis-15 18:2 podria formarse a partir del dcido a-linolénico
via c¢is-9, trans-11, cis-15 18: 3 y trans-9, trans-11, cis-15 18: 3, sin generar
cantidades relevantes de #rans-10 18:1. Sin embargo, es necesario llevar a cabo
mds investigaciones que permitan determinar las rutas metabdlicas capaces de
convertir el dcido a-linolénico en #rans-10 cis-15 18:2 y si éstas implican o no
cambios en el medioambiente ruminal y la formacién de #rans-10 18:1.

CONCLUSIONES

La composicién del concentrado y la inclusién de aceite de lino en la dieta
de cabras lecheras afecta al perfil lipidico de la grasa lictea, en especial a los
dcidos grasos que proceden del metabolismo microbiano ruminal. La alimen-
tacién con un concentrado rico en almidén, en comparacién con un concen-
trado rico en fibra neutro detergente, disminuye los contenidos de 15:0, 14:0
iso y 16:0 iso en grasa de leche. Las elevadas proporciones de almidén en la
dieta estdn relacionadas con una caida del pH ruminal, lo que favoreceria una
mayor abundancia relativa de bacterias amiloliticas en el rumen de animales
que consumen cantidades destacadas de carbohidratos digeribles. Aunque la
suplementacién de las raciones con aceite de lino apenas modifica los conte-
nidos de dcidos grasos impares y ramificados, la ingesta de dcido a-linolénico
aumenta significativamente cis-9 frans-11 cis-15 18:3, trans-11 cis-15 18:2 y
trans-11 18:1 en la leche, intermediarios de la ruta principal de biohidroge-
nacién de este dcido graso omega-3. Por otra parte, la adicién de 30 g / dia de
aceite de lino a la dieta de cabras no altera el metabolismo ruminal del dcido
a-linolénico, y se mantienen bajos y estables los niveles de #7ans-10 18:1 en
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grasa lictea. El aumento significativo de los contenidos de #rans-10 ¢is-15 18:2
en las leches procedentes de los tratamientos que incluyeron aceite de lino en
su composicién, seria una evidencia de la relacién existente entre este dcido
graso y el metabolismo ruminal del 4cido a-linolénico. Existe la necesidad de
llevar a cabo mids estudios en este 4mbito que permitan esclarecer las rutas de
biohidrogenacién del dcido a-linolénico en el rumen y, en especial, aquellas
que estdn implicadas en la formacién de #ans-10 cis-15 18:2.
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Conclusiones
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En el capitulo 1 se muestran por primera vez las relaciones entre los con-
tenidos de los dcidos grasos impares y ramificados y los isémeros de la
biohidrogenacién ruminal. Los resultados indican que estas relaciones
pueden utilizarse como un indicador no invasivo de los efectos de la dieta
suministrada a los animales sobre las bacterias del rumen y la actividad
de las enzimas de la glindula mamaria. Asimismo, conocer el sentido de
dichas relaciones es relevante para la valoracién de las cualidades nutritivas
de la grasa lictea —desde el punto de vista de la salud humana— cuando
se realicen modificaciones en la dieta de los animales.

El andlisis discriminante lineal permitié separar acertadamente las mues-
tras de grasa ldctea de cabras que ingirieron raciones sin aceite de las que
si lo hicieron, por medio de cuatro dcidos grasos impares y ramificados
—C7:0, metiltetradecanoato, C15:0 iso y la suma de C17:0+C17:1 cis-

9— identificados y cuantificados por cromatografia gaseosa.

La clasificacién de las muestras de grasa lictea de acuerdo con el grado de
insaturacién de los aceites suministrados a los animales tuvo una baja tasa
de aciertos.

Los OBCFA de la grasa lictea fueron mejores indicadores de la presencia
de aceite vegetal en la racién que del tipo de suplemento lipidico incluido
en la misma.

La composicién del concentrado y la inclusién de aceite de lino en la dieta
de cabras lecheras afecta al perfil lipidico de la grasa lictea, en especial a
los dcidos grasos que proceden del metabolismo microbiano ruminal.

La alimentacién con un concentrado rico en almidén, en comparacién
con uno rico en fibra neutro detergente, disminuye los contenidos de 15:0,
14:0 iso y 16:0 iso en grasa de leche.

Las elevadas proporciones de almidén en la dieta estin relacionadas con
una caida del pH ruminal, lo que favoreceria una mayor abundancia re-
lativa de bacterias amiloliticas en el rumen de animales que consumen
cantidades destacadas de carbohidratos digeribles.

La suplementacién de las raciones con aceite de lino apenas modifica los
contenidos de dcidos grasos impares y ramificados, la ingesta de dcido o-li-
nolénico aumenta significativamente cis-9 frans-11 cis-15 18:3, trans-11
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10.

cis-15 18:2 'y trans-11 18:1 en la leche, intermediarios de la ruta principal
de biohidrogenacién de este acido graso omega-3.

La adicién de 30 g / dia de aceite de lino a la dieta de cabras no altera el
metabolismo ruminal del 4cido a-linolénico, y se mantienen bajos y esta-
bles los niveles de #7ans-10 18:1 en grasa lictea. El aumento significativo
de los contenidos de #7ans-10 cis-15 18:2 en las leches procedentes de los
tratamientos que incluyeron aceite de lino en su composicién, seria una
evidencia de la relacién existente entre este dcido graso y el metabolismo
ruminal del 4cido a-linolénico.

Existe la necesidad de llevar a cabo mds estudios en este 4mbito que per-
mitan esclarecer las rutas de biohidrogenacién del dcido a-linolénico en
el rumen y, en especial, aquellas que estdn implicadas en la formacién de
trans-10 cis-15 18:2.
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Resumen

La grasa de la leche de las hembras rumiantes se distingue de las de otros
mamiferos terrestres por contener mds de 400 dcidos grasos, diversidad de-
bida al metabolismo lipidico de los microorganismos ruminales y la actividad
enzimitica de la glindula mamaria. La grasa lictea contiene dcidos grasos
singulares procedentes de la biohidrogenacién ruminal de los acidos grasos
insaturados de la dieta y de la sintesis de novo bacteriana a partir de los dcidos
grasos volitiles producidos durante la fermentacién ruminal de los carbohi-
dratos y los aminoacidos. El aporte de estos dcidos grasos a la dieta humana
depende, casi exclusivamente, de la grasa lictea y han despertado gran interés
en los dltimos afios porque numerosos estudios sefialan que algunos de ellos
pueden tener efectos beneficiosos sobre la salud humana. Estos descubrimien-
tos han propiciado un creciente interés por la manipulacién del perfil de dcidos
grasos de la grasa lictea mediante la modificacién de las caracteristicas y la
composicién de la dieta ofrecida a los animales, especialmente la inclusién
de fuentes de grasa vegetales ricas en dcidos grasos insaturados. Asi mismo,
las relaciones entre los isémeros de la biohidrogenacién ruminal y los dcidos
grasos impares y pueden usarse como indicador no invasivo de los efectos de
la dieta sobre las bacterias ruminales. Establecer las relaciones de los isémeros
de la biohidrogenacién ruminal con los dcidos grasos impares y ramificados
de los lipidos bacterianos en la grasa lictea seria clave para interpretar el im-
pacto de la dieta suministrada al rumiante sobre las poblaciones microbianas
del rumen y su repercusién en los atributos nutritivos de la grasa de la leche y
sus productos derivados. Por ello, los objetivos planteados en la presente Tesis
fueron: 1) Esclarecer las relaciones entre los dcidos grasos de la leche derivados
del metabolismo lipidico de las bacterias del rumen —4cidos grasos impares y
ramificados e intermediarios de la biohidrogenacién ruminal; 2) Uso de técni-
cas estadisticas avanzadas para determinar la utilidad de los dcidos grasos de la
leche derivados del metabolismo lipidico microbiano como predictores de la
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composicién de la dieta consumida por los animales; 3) estudiar los cambios
en los contenidos de algunos dcidos grasos e indices de la grasa lictea, rele-
vantes desde el punto de vista de la salud humana, tras la inclusién de aceite
vegetales con diferente grado de insaturacién en la dieta. Para la consecucién
del primer objetivo se utilizaron los datos de composicién de la grasa lictea
de 112 muestras individuales, obtenidas en una serie de cinco experimentos
que investigaron los cambios de los dcidos grasos de la leche en respuesta a la
inclusién de aceites vegetales en la dieta de cabras. En todos los experimentos,
las condiciones de manejo y la racién basal suministrada fue similar, con excep-
cién del aceite afadido. Se obtuvieron numerosas correlaciones significativas.
Los cambios opuestos simultineos en los contenidos de algunos dcidos grasos
de ambos grupos permitieron identificar a determinadas especies bacterianas
del rumen por su doble papel en la degradacién de los carbohidratos y en la
biohidrogenacién ruminal de los dcidos grasos de la dieta. En este sentido, se
observé que las condiciones que favorecieron la acumulacién relativa de is6-
meros monoinsaturados respecto a su produccién tuvieron un efecto negativo
sobre las bacterias del grupo B de la biohidrogenacién, asi como un efecto
negativo sobre las bacterias celuloliticas. Igualmente, las relaciones negativas
observadas reflejaron cambios en la actividad enzimadtica de la glindula ma-
maria. En conjunto, los resultados obtenidos indican que las relaciones entre
los acidos grasos impares y ramificados y los isémeros de la biohidrogenacién
ruminal en la grasa lictea pueden utilizarse como un indicador no invasivo de
los efectos de la dieta suministrada a los animales sobre las bacterias del rumen
y la actividad de las enzimas de la glindula mamaria. Los contenidos en 4cidos
grasos impares y ramificados (OBCFA) determinados mediante cromatogra-
tia gaseosa en 94 muestras de grasa lactea se utilizaron para identificar el tipo
de racién consumida por cabras mediante analisis discriminante lineal. De un
total de 21 variables en la dieta, cuatro fueron seleccionadas como predictores
vélidos. La prueba de Wilks fue altamente significativa, indicando que el ani-
lisis discriminante era aplicable a los datos del presente estudio. Los resultados
obtenidos indican que los OBCFA de la grasa lictea no sirven para identificar
el tipo de aceite vegetal incluido en la racién de cabras, pero permiten diferen-
ciar la grasa lictea de las raciones con y sin aceite afiadido mediante andlisis
discriminante lineal. Para evaluar la influencia de la incorporacién de aceite de
lino (30 g/dia) en la dieta de cabras lecheras, comparando a su vez dos tipos
de concentrado, uno rico en fibra neutro detergente y otro con alto contenido
en almidén se dispusieron cuatro dietas y se suministraron durante 25 dias. Se
tomaron muestras de leche en diferentes dias y se investigaron los efectos que
los distintos tratamientos ejercian sobre los dcidos grasos derivados del meta-
bolismo microbiano ruminal, principalmente dcidos grasos de cadena impar,
ramificada y dcidos grasos trans. La alimentacién con un concentrado rico
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en fibra neutro detergente mostré los contenidos mas elevados de los dcidos
grasos 15:0, 14:0 iso y 16:0 iso en leche, que disminuyeron significativamente
cuando ese mismo concentrado se suplementé con aceite de lino. En contraste,
el concentrado rico en almidén presenté niveles mds bajos de 15:0, 14:0 iso
y 16:0 iso, y sus porcentajes no variaron cuando se adicioné el aceite. Res-
pecto a los dcidos grasos trans, sus niveles aumentaron significativamente en
los tratamientos que incluyeron aceite de lino en su composicién, pero no se
observaron diferencias segin la composicién del concentrado. En el presente
trabajo se detalla la evolucién temporal de estos dcidos grasos minoritarios
relacionados con el metabolismo microbiano y se discute la presencia de los
mismos en la grasa lictea, fruto del proceso de biohidrogenacién ruminal del
dcido a-linolénico.

125






Abstract

The milk fat of the ruminant females is distinguished from those of other terres-
trial mammals because it contains more than 400 fatty acids, this diversity is due
to the lipid metabolism of ruminal microorganisms and the enzymatic activity
of the mammary gland. Dairy fat includes unique fatty acids from the ruminal
biohydrogenation of unsaturated fatty acids from the diet and the synthesis of
bacterial de novo from volatile fatty acids produced during the ruminal fermen-
tation of carbohydrates and amino acids. The contribution of these fatty acids to
the human diet depends almost exclusively on milk fat and it has aroused great
interest in recent years because numerous studies indicate that some of them may
have beneficial effects on human health. These discoveries have led to a growing
interest in the manipulation of the fatty acid profile of milk fat by modifying the
characteristics and composition of the diet that is offered to animals, especially
the inclusion of vegetable fat sources rich in unsaturated fatty acids. Likewise,
the relationships between the isomers of ruminal biohydrogenation and odd fatty
acids can be used as a non-invasive indicator of the effects of diet on ruminal
bacteria. Establishing the relationships of the isomers of ruminal biohydrogena-
tion with the odd and branched fatty acids of bacterial lipids in milk fat would
be key to interpreting the impact of the diet supplied to the ruminant on the mi-
crobial populations of the rumen and its effects on nutritional attributes. of milk
fat and its derived products. Therefore, the objectives set out in this Thesis were:
1) Clarifying the relationships between milk fatty acids derived from the lipid
metabolism of rumen bacteria (odd and branched fatty acids and intermediates
of ruminal biohydrogenation); 2) The use of advanced statistical techniques to
determine the utility of milk fatty acids derived from microbial lipid metabolism
as predictors of the composition of the diet that is consumed by animals; 3) Stud-
ying the changes in the contents of some fatty acids and milk fat indices, which
are relevant from the point of view of human health, after the inclusion of vege-
table oils with different degrees of unsaturation in the diet. For the achievement
of the first objective, the data on the composition of milk fat from 112 individual
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samples were used, these were obtained in a series of five experiments that inves-
tigated changes in milk fatty acids in response to the inclusion of vegetable oils in
the diet of goats. In all experiments, the handling conditions and the basal ration
provided were similar, with the exception of the added oil. Numerous significant
correlations were obtained. The simultaneous opposite changes in the contents of
some fatty acids of both groups allowed to identify certain bacterial species of the
rumen due to its double role in the degradation of carbohydrates and in the rumi-
nal biohydrogenation of dietary fatty acids. In this sense, it was observed that the
conditions that favored the relative accumulation of monounsaturated isomers
with respect to their production had a negative effect on the B group bacteria
of the biohydrogenation, as well as a negative effect on the cellulolytic bacteria.
Likewise, the negative relationships observed reflected changes in the enzymatic
activity of the mammary gland. Taken together, the results obtained indicate that
the relationships between odd and branched fatty acids and isomers of ruminal
biohydrogenation in milk fat can be used as a non-invasive indicator of the effects
of the diet given to animals on rumen bacteria and the activity of the mammary
gland enzymes. The odd and branched fatty acid (OBCFA) contents determined
by gas chromatography in 94 samples of milk fat were used to identify the type of
ration consumed by goats by linear discriminant analysis. From a total of 21 va-
riables in the diet, four were selected as valid predictors. The Wilks test was highly
significant, indicating that the discriminant analysis was applicable to the data of
the present study. The results obtained indicate that the OBCFA of the milk fat
do not serve to identify the type of vegetable oil included in the ration of goats,
but they allow to differentiate the milk fat from the rations with and without oil
added by linear discriminant analysis. In order to evaluate the influence of the
incorporation of flax oil (30 g / day) in the diet of dairy goats, in turn comparing
two types of concentrate, one rich in neutral detergent fiber and another with
high starch content four diets were arranged and were supplied for 25 days. Milk
samples were taken on different days and the effects that different treatments
exerted on fatty acids derived from ruminal microbial metabolism, mainly odd,
branched chain fatty acids and trans fatty acids, were investigated. Feeding with
a concentrate rich in detergent neutral fiber showed the highest contents of 15:
0, 14: 0 iso and 16: 0 iso fatty acids in milk, which decreased significantly when
that same concentrate was supplemented with flax oil. In contrast, the starch-
rich concentrate showed lower levels of 15: 0, 14: 0 iso and 16: 0 iso, and their
percentages did not change when the oil was added. Regarding trans fatty acids,
their levels increased significantly in treatments that included flax oil in their
composition, but no differences were observed according to the composition of
the concentrate. In this work, the temporal evolution of these minor fatty acids
related to microbial metabolism is detailed and their presence in milk fat is dis-
cussed, as a result of the ruminal biohydrogenation process of a-linolenic acid.

128



Bibliografia

AbuGhazaleh, A. A., D.]. Schingoethe, A. R. Hippen, K. F. Kalscheur, and L. A. Whit-
lock. 2002. Fatty acid profiles of milk and rumen digesta from cows fed fish oil, extruded
soybeans or their blend. J. Dairy Sci. 85(9):2266-2276.

Aldai, N., de Renobales, M., Barrén, L.J.R., Kramer, ].K.G. (2013). What are the trans
fatty acids issues in foods after discontinuation of industrially produced trans fats? Ru-
minant products, vegetable oils, and synthetic supplements. European Journal of Lipid

Science and Technology, 115, 1378-1401.
Alonso, L., Fontecha, J., Lozada, L., Fraga, M. J., & Judrez, M. (1999). Fatty acid com-

position of caprine milk: major, branched-chain, and trans fatty acids. Journal of Dairy

Science, 82(5), 878-884.

Alves, S. P.and R.J. B. Bessa. 2014. The #rans-10,cis-15 18:2: a Missing Intermediate of
trans-10 Shifted Rumen Biohydrogenation Pathway? Lipids 49(6):527-541.

Amigo, L.,y Fontecha, J. (2011). Goat Milk. En: Encyclopedia of Dairy Sciences, vol. 3,
22 edicién, Fuquay, ].W., Fox, P.¥.) y McSweeney, P.L.H. eds. Academic Press, San Diego,
EE.UU. pp. 484-493.

Anadén, A., Martinez-Larrafiaga, M.R., Martinez, M.A., Ares, 1., Ramos, E., Go6-
mez-Cortés, Juirez, M.,y De la Fuente, M.A. (2010). Acute oral safety study of dairy

fat rich in #7ans-10 C18:1 versus vaccenic plus conjugated linoleic acid in rats. Food and
Chemical Toxicology, 48, 591-598.

Bas, P, Archimede, H., Rouzeau, A., y Sauvant, D. (2003). Fatty acid composition of
mixed-rumen bacteria: effect of concentration and type of forage. Journal of Dairy Scien-
ce, 86, 2940-2948.

Bauchart, D., F. Legay-Carmier, and M. Doreau. 1990. Ruminal hydrolysis of dietary
triglycerides in dairy cows fed lipid-supplemented diets. Reproduction, nutrition, deve-
lopment Suppl 2:187s.

Bauchart, D., Legay-Carmier, F., Doreau, M., y Gaillard, B. (1990). Lipid metabolism
of liquid-associated and solidadherent bacteria in rumen contents of dairy cows offered

lipid-supplemented diets. British Journal of Nutrition, 63, 563-578.

129



Bauman, D.E., y Mather, L H., Wall, R ]., y Lock, A.L. (2006). Major advances associa-
ted with the biosynthesis of milk. Journal Dairy Science, 89, 1235-1243.

Baumann E., Chouinard PY., Lebeuf, Y., Rico, D.E., y Gervais, R. (2016). Effect of lipid
supplementation on milk odd- and branched-chain fatty acids in dairy cows. Journal of

Dairy Science, 99, 6311-6323.
Belury, M.A. (2002). Dietary conjugated linoleic acid in health: Physiological effects and

mechanisms of action. Annual Review of Nutrition, 22, 505-531.

Belury, M.A., Moya-Camarena, S.Y., Lu, M., Shi, L.L., Leesnitzer, L.M., y Blanchard,

S.G. (2002). Conjugated linoleic acid is an activator and ligand for peroxisome prolifera-
tor-activated receptor-gamma (PPARy). Nutrition Research, 22, 817-824.

Bendsen, N.T., Christensen, R., Bartels, E.M., y Astrup, A. (2011). Consumption of
industrial and ruminant trans fatty acids and risk of coronary heart disease: a systematic
review and meta-analysis of cohort studies. European Journal of Clinical Nutrition, 65,

773-783.

Bernard, L., M. Bonnet, C. Delavaud, M. Delosiere, A. Ferlay, H. Fougere, and B. Grau-
let. 2018. Milk Fat Globule in Ruminant: Major and Minor Compounds, Nutritional
Regulation and Differences Among Species. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 120(5):27.

Bernard, L., Mouriot, J., Rouel, J., Glasser, F., Capitan, P., Pujos-Guillot, E., Chardigny,
JM., & Chilliard, Y. (2010). Effects of fish oil and starch added to a diet containing
sunflower-seed oil on dairy goat performance, milk fatty acid composition and in vivo
A9-desaturation of [13 C] vaccenic acid. British Journal of Nutrition, 104(03), 346-354.

Bernard, L., Shingfield, K. J., Rouel, ]., Ferlay, A., & Chilliard, Y. (2009). Effect of plant
oils in the diet on performance and milk fatty acid composition in goats fed diets based
on grass hay or maize silage. British Journal of Nutrition, 101(2), 213-224.

Bessa, R.]J. B., Maia, M. R. G., Jer6nimo, E., Belo, A. T., Cabrita, A. R.]., Dewhurst, R.].,
& Fonseca, A. J. M. (2009). Using microbial fatty acids to improve understanding of the
contribution of solid associated bacteria to microbial mass in the rumen. Animal Feed

Science and Technology, 150(3), 197-206.
Biatek, M., M. Czauderna, and A. Biatek. 2017. Conjugated linolenic acid (CLnA) iso-

mers as new bioactive lipid compounds in ruminant-derived food products. A review.

Journal of Animal and Feed Sciences 26(1):3-17.

Bichi, E., Toral, P. G., Hervis, G., Frutos, P., Gémez-Cortés, P, Juirez, M., & De la
Fuente, M. A. (2012). Inhibition of A 9-desaturase activity with sterculic acid: Effect on
the endogenous synthesis of ¢i5-9 18: 1 and ¢is-9, frans-11 18: 2 in dairy sheep. Journal of
Dairy Science, 95(9), 5242-5252.

Bodas, R., Manso, T., Mantecén, A. R., Juirez, M., De la Fuente, M. A., & Gémez-Cor-
tés, P. (2010). Comparison of the fatty acid profiles in cheeses from ewes fed diets supple-
mented with different plant oils. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58(19),
10493-10502.

130



Bodas, R., Prieto, N., Garcia-Gonzilez, R., Andrés, S., Girdldez, F. .,y Lopez, S. (2012).
Manipulation of rumen fermentation and methane production with plant secondary me-

tabolites. Animal Feed Science and Technology, 176, 78-93.

Brouwer, I.A., Wanders, A.J., y Katan, M.B. (2013). Trans fatty acids and cardiovascular
health: research completed?. European Journal of Nutrition, 67, 541-547.

Bruen, R., Fitzsimons, S., y Belton, O. (2017). Atheroprotective effects of conjugated
linoleic acid. British Journal of Clinical Pharmacology, 83, 46-53.

Buccioni, A., Decandia, M., Minieri, S., Molle, G., & Cabiddu, A. (2012). Lipid metabo-
lism in the rumen: New insights on lipolysis and biohydrogenation with an emphasis on

the role of endogenous plant factors. Animal Feed Science and Technology, 174(1), 1-25.
Cabrita, A.RJ., Vale, JM.P,, Bessa, R.J.B., Dewhurst, R.J., y Fonseca, A.J.M. (2009).

Effects of dietary starch source and buffers on milk responses and rumen fatty acid bio-
hydrogenation in dairy cows fed maize silage-based diets. Animal Feed Science and Te-

chnology, 152,267-277.

Cai Q, Huang H, Qian D, Chen K, Luo J, Tian Y, Lin T, Lin T (2013). 13-Methyltetra-
decanoic acid exhibits anti-tumor activity on T-Cell lymphomas in vitro and in vivo by
downregulating p-AKT and activating caspase-3. PLoS ONE 8(6):¢65308.

Chilliard, Y., & Ferlay, A. (2004). Dietary lipids and forages interactions on cow and goat
milk fatty acid composition and sensory properties. Reproduction Nutrition Develop-
ment, 44(5), 467-492.

Chilliard, Y., Glasser, F., Ferlay, A., Bernard, L., Rouel, J., y Doreau, M. (2007). Die-
t,rumen biohydrogenation and nutritional quality of cow and goat milk fat. European
Journal of Lipid Science and Technology, 109, 828-855.

Chilliard, Y., Martin, C., Rouel, J., y Doreau, M. (2009). Milk fatty acids in dairy cows
ted whole crude linseed, extruded linseed, or linseed oil, and their relationship with me-
thane output. Journal of Dairy Science, 92,5199-5211.

Churruca, I., Fernandez-Quintela, A. y Portillo, P.,Conjugated linoleic acid isomers: Di-
ferences in metabolism and biological effects. Biofactors, 35, 105-111.

Civico, A., Nufiez Sinchez, N., Gémez-Cortés, P., De la Fuente, M. A., Pefia Blanco, F.,
Judrez, M., Schiavone, A.,y Martinez Marin, A.L. (2017). Odd- and branched-chain fa-

tty acids in goat milk as indicators of diet composition. Italian Journal of Animal Science,

16(1):68-74.

Clark, S., y Mora Garcia, M.B. (2017). A 100-Year Review: Advances in goat milk re-
search. Journal of Dairy Science, 100, 10026-10044.

Collomb, M., Bitikofer, U., Sieber, R., Jeangros, B., y Bosset, O. (2002).Composition
of fatty acids in cow’s milk fat produced in the lowlands, moutains and highlands of
Switzerland using high-resolution gas chromatography. Internatinal Dairy Journal, 12,
649-659.

Croom, W.JJr., Bauman, D.E.,y Davis, C.L. (1981). Methylmalonic acid in low-fat milk
syndrome. Journal of Dairy Science, 64, 649-654.

131



De la Fuente, M. A., V. Rodriguez-Pino, and M. Juarez. (2015). Use of an extremely
polar 100-m column in combination with a cyanoalkyl polysiloxane column to comple-
ment the study of milk fats with different fatty acid profiles. International Dairy Journal
47:52-63.

De la Fuente, M.A. y Juirez, M. (2004). El 4cido linoleico conjugado en la leche y los
productos lacteos. Alimentacién, Nutricion y Salud, 11,101-113.

Delmonte, P, A.-R. Fardin Kia, ]. K. G. Kramer, M. M. Mossoba, L. Sidisky, and J.I. Ra-
der. 2011. Separation characteristics of fatty acid methyl esters using SLB-1L.111, a new

ionic liquid coated capillary gas chromatographic column. Journal of Chromatography
A 1218(3):545-554.

Destaillats, F., Trottier, ].P., Galvez, ].M.G., y Angers, P. (2005). Analysis of a-linoleni-
cacid biohydrogenation intermediates in milk fat with emphasis on conjugated linolenic
acids. Journal of Dairy Science, 88, 3231-3239.

Dewhurst, R.J., Moorby, ].M., Vlaeminck, B., Van Nespen, T., y Fievez, V. (2007). Appa-
rent recovery of duodenal odd- and branched-chain fatty acids in milk. Journal of Dairy
Science, 90, 1775-1780.

Dilzer, A., y Park, Y. (2012). Implication of conjugated linoleic acid (CLA) in human
health. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 52, 488-513.

Doreau, M. and A. Ferlay. 1994. Digestion and utilization of fatty-acids by ruminants.
Animal Feed Science and Technology 45(3-4):379-396.

Doreau, M., Laverroux, S., Normand, J., Chesneau, G., y Glasser, F. (2009). Effect of
linseed fed as rolled seeds, extruded seeds or oil on fatty acid rumen metabolism and
intestinal digestibility in cows. Lipids, 44, 53-62.

EFSA (2004) Opinion of the Scientific Panel on Dietetic Products, Nutrition and Aller-
gies on a request from the Commission related to the presence of trans fatty acids and
the effect on human health of the consumption of trans fatty acids, The EFSA Journal.
81, 1-49.

Enjalbert, F., Combes, S., Zened, A., y Meynadier, A. (2017). Rumen microbiota and
dietary fat: a mutual shaping. Journal of Applied Microbiology, 123, 782-797.

European Commission. (2015). Report from the Commission to the European Parlia-
ment and the Council regarding trans fats in foods and in the overall diet of the Union
population. COM, 619, 1-15.

Falchero, L., Lombardi, G., Gorlier, A., Lonati, M., Odoardi, M.,y Cavallero, A. (2010).

Variation in fatty acid composition of milk and cheese from cows grazed on two alpine

pastures. Dairy Science and Technology, 90, 657-672.
FAO (2018). Dairy Market Review, April 2018. FAO, Roma, Italia.
FENIL (2017). Produccién del sector licteo en 2017. http://fenil.org/

132



Ferlay, A, Martin, B., Pradel, P., Coulon, ].B., y Chilliard, Y. (2006). Influence of grass-
based diets on milk fatty acid composition and milk lipolytic system in Tarentaise and

Montbeliarde cow breeds. Journal of Dairy Science, 89, 4026-4041.
Ferlay, A., Bernard, L., Meynadier, A., y Malpuech-Brugere, C. (2017). Production of

trans and conjugated fatty acids in dairy ruminants and their putative effects on human

health: A review. Biochimie, 141, 107-120.

Field, C. J., Blewett, H. H., Proctor, S., & Vine, D. (2009). Human health benefits of
vaccenic acid. Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism, 34(5), 979-991.

Fievez, V., Colman, E., Castro-Montoya, J. M., Stefanov, 1., & Vlaeminck, B. (2012).
Milk odd-and branched-chain fatty acids as biomarkers of rumen function-An update.
Animal Feed Science and Technology, 172(1), 51-65.

Fievez, V., Colman, E., Castro-Montoya, ]. M., Stefanov, L.,y Vlaeminck, B. (2012). Milk
odd- and branched-chain fatty acids as biomarkers of rumen function-An update. Ani-

mal Feed Science and Technology, 172, 51-65.

Fievez, V., Vlaeminck, B., Dhanoa, M. S., & Dewhurst, R. J. (2003). Use of principal
component analysis to investigate the origin of heptadecenoic and conjugated linoleic
acids in milk. Journal of Dairy Science, 86(12), 4047-4053.

Forouhi, N.G., Koulman, A., Sharp, S.J., Imamura, F., Kroger, J., Schulze, M.B., Crowe,
F.L., Huerta, J.M., et al. (2014). Differences in the prospective association between in-
dividual plasma phospholipid saturated fatty acids and incident type 2 diabetes: the
EPIC-InterAct case-cohort study. Lancet Diabetes & Endocrinology, 2, 810-818.

French, E.A., Bertics, S.J., y Armentano, L.E. (2012). Rumen and milk odd-and bran-
ched-chain fatty acid proportions are minimally influenced by ruminal volatile fatty acid
infusions. Journal of Dairy Science, 95,2015-2026.

Fuentes, M.C., Calsamiglia, S., Cardozo, PW., y Vlaeminck,B. (2009). Effect of pH and

level of concentrate in the diet on the production of biohydrogenation intermediates in a

dual-flow continuous culture. Journal of Dairy Science, 92, 4456—4466.
Gaspardo, B., Lavrenci¢, A., Levart, A., Del Zotto, S., & Stefanon, B. (2010). Use of

milk fatty acids composition to discriminate area of origin of bulk milk. Journal of Dairy

Science, 93(8), 3417-3426.

Gayet-Boyer, C., Tenenhaus-Aziza, F., Prunet, C., Marmonier, C., Malpuech-Brugere,
C.,Lamarche, L.y Chardigny, ].M. (2014). Is there a linear relationship between the dose
of ruminant frans-fatty acids and cardiovascular risk markers in healthy subjects: results
from a systematic review and meta-regression of randomised clinical trials. British Jour-
nal of Nutrition, 112, 1914-1922.

Gebauer, S.K., Chardigny, J.M., Jakobsen, M.U., Lamarche, B., Lock, A.L., Proctor, S.D.
y Baer, DJ. (2011). Effects of ruminant trans fatty acids on cardiovascular disease and

cancer: A comprehensive review of epidemiological, clinical, and mechanistic studies.
Advances in Nutrition, 2, 332-354.

133



Gebauer, S.K., Destaillats, F., Dionisi, F., Krauss, R.M., y Baer, D.]J. (2015). Vaccenic acid
and trans fatty acid isomers from partially hydrogenated oil both adversely affect LDL
cholesterol: a double-blind, randomized controlled trial. American Journal of Clinical

Nutrition, 102, 1339-1346.

Gervais, R., Vlaeminck, B., Fanchone, A., Noziere, P., Doreau, M., y Fievez, V. (2011)
Odd-and branched-chain fatty acids duodenal flows and milk yields in response to N
underfeeding and energy source in dairy cows. Journal of Dairy Science, 94, (Suppl. 1),
125-126.

Glasser, F., Schmidely, P., Sauvant, D., y Doreau, M. (2008). Digestion of fatty acids in
ruminants: A metaKanalysis of flows and variation factors: 2. C18 fatty acids. Animal, 2,
691-704.

Goetsch, A. L. 2019. Recent research of feeding practices and the nutrition of lactating
dairy goats. Journal of Applied Animal Research 47(1):103-114.

Goémez-Cortés P, Toral, P.G., Frutos, P, Juirez M., De la Fuente, M.A.,y Hervis, G.
(2011b). Effect of the supplementation of dairy sheep diet with incremental amounts of

sunflower oil on animal performance and milk fatty acid profile. Food Chemistry, 125,
644-651.

Goémez-Cortés, P.y De la Fuente, M.A. (2010). El 4cido linoleico conjugado como agen-

te anticancerigeno. Alimentacién, Nutricién y Salud, 17, 68-78.

Go6mez-Cortés, P., A. Bach, P. Luna, M. Juarez, and M. A. de la Fuente. 2009. Effects of
extruded linseed supplementation on n-3 fatty acids and conjugated linoleic acid in milk

and cheese from ewes. J. Dairy Sci. 92(9):4122-4134.

Gomez-Cortés, P., A. Civico, M. A. de la Fuente, M. Judrez, N. N. Sinchez, F. P. Blanco,
y A.L. M. Marin. 2017. Dietary linseed oil increases #7ans-10,cis-15 18:2 in caprine milk
fat. J. Dairy Sci. 100(6):4235-4240.

Goémez-Cortés, P, De la Fuente, M.A., Toral, P.G., Frutos, P., Judrez, M., y Hervis, G.
(2011a). Effects of different forage:concentrate ratios in dairy ewes diets supplemented
with sunflower oil on animal performance and milk fatty acid profile. Journal of Dairy

Science, 94, 4578-4588.

Goémez-Cortés, P, Frutos, P., Mantecon, A.R., Juirez, M., De la Fuente, M.A., y Hervis,
G. (2009a). Effect of supplementation of grazing Dairy ewes with a cereal concentrate on
animal performance and milk fatty acid profile. Journal of Dairy Science, 92, 3964-3972.

Goémez-Cortés, P., Judrez, M.,y De la Fuente, ML A. (2018). Milk fatty acids and poten-
tial health benefits: An updated vision. Trends in Foods Science and Technology, 81,1-9.

Goémez-Cortés, P, Tyburczy, C., Brenna, ]. T, Judrez, M. and De la Fuente, M. A. (2009D).
Characterization of ¢is-9, frans-11, trans-15-C18:3 in milk fat by GC and covalent ad-
duct chemical ionization tandem MS. Journal of Lipid Research, 50, 2412-2420.

Gordon, M.H. (2013). Milk lipids. En: Milk and Dairy Products in Human Nutrition,
Park Y.W.y Haenlein, G.F.W. eds. Wiley-Blackwell, Oxford, Reino Unido, pp. 65-79.

134



Griinari J.M., Bauman D.E. 1999. Biosynthesis of conjugated linoleic acid and its in-
corporation into meat and milk in ruminants. In:Yurawecz MP, Mossoba MM, Kramer
JKG, Pariza MW, Nelson GJ (eds) Advances in Conjugated Linoleic Acid Research, vol.
1. AOCS Press, Champaign, IL, pp 180-200

Griinari, . M., Corl, B. A, Lacy, S. H., Chouinard, P. Y., Nurmela, K. V. V., & Bauman,
D. E. (2000). Conjugated linoleic acid is synthesized endogenously in lactating dairy
cows by A9-desaturase. Journal of Nutrition, 130(9), 2285-2291.

Ha, J. K., & Lindsay, R. C. (1993). Release of volatile branched-chain and other fatty
acids from ruminant milk fats by various lipases. Journal of Dairy Science, 76(3), 677-
690.

Ha,Y.L., Grimm, N. K.y Pariza, M. W. (1987). Anticarcinogens from fried ground beef:
Heat-altered derivatives of linoleic acid. Carcinogenesis, 8, 1881-1887.

Halmemies-Beauchet-Filleau, A., K. J. Shingfield, I. Simpura, T. Kokkonen, S. Jaakkola,
V. Toivonen, and A. Vanhatalo. 2017. Effect of incremental amounts of camelina oil on
milk fatty acid composition in lactating cows fed diets based on a mixture of grass and
red clover silage and concentrates containing camelina expeller. J. Dairy Sci. 100(1):305-

324.

Halmemies-Beauchet-Filleau, A., Kokkonen, T., Lampi, A.M., Toivonen, V., Shingfield,
K.J.,y Vanhatalo, A. (2011). Effect of plant oils and camelina expeller on milk fatty acid
composition in lactating cows fed red clover silage based diets. Journal of Dairy Science

94, 4413-4430.

Harfoot, C., Hazlewood, G. (1997) Lipid metabolism in the rumen. In The Rumen Mi-
crobial Ecosystem pp. 382-426. Hobson, P.N., Stewart, C.S. Eds. Chapman and Hall:
London, UK.

Herrera-Meza, M.S., Mendoza-Lépez, M.R., Garcia-Barradas, O., Sinchez-Otero,
M.G,, Silva-Herndndez, E.R., Angulo, J.O. y Oliart-Ros, R.M. (2013). Dietary anhy-
drous milk fat naturally enriched with conjugated linoleic acid and vaccenic acid modify

cardiovascular risk biomarkers in spontaneously hypertensive rats. International Journal
of Food Sciences and Nutrition, 64, 575-586.

Honkanen, A. M., H. Leskinen, V. Toivonen, N. McKain, R. J. Wallace, and K. J. Shin-
gfield. 2016. Metabolism of a-linolenic acid during incubations with strained bovine
rumen contents: products and mechanisms. British Journal of Nutrition 115(12):2093-
2105.

Hristov, A.N., Domitrovich, C., Wachter, A., Cassidy, T., Lee, C., Shingfield, K.J., Kai-
renius, P., Davis, J. y Brown, J. (2011). Effect of replacing solvent-extracted canola meal
with high-oil traditional canola, high-oleic acid canola, or high-erucic acid rapeseed
meals on rumen fermentation, digestibility, milk production, and milk fatty acid compo-
sition in lactating dairy cows. Journal of Dairy Science, 94, 4057-4074.

Inglingstad, R. A, S. Skeie, G. E. Vegarud, T. G. Devold, Y. Chilliard, and M. Ekns.
2017. Feeding a concentrate rich in rapeseed oil improves fatty acid composition and
flavor in Norwegian goat milk. J. Dairy Sci. 100(9):7088-7105.

135



Inoue, T., Shingaki, R.y Fukui, K. (2008). Inhibition of swarming motility of Pseudomo-
nas aeruginosa by branched-chain fatty acids. FEMS Microbiology Letters, 281, 81-86.

INRA, Institut National de la Recherche Agronomique. (2002). Tables de Composition
et de Valeur Nutritive des Matieres Premiéres Destinées aux Animaux d’Elevage. Edi-

torial INRA, Paris.

ISO-IDF (2002) Milk fat-Preparation of fatty acid methyl esters. International Stan-
dard ISO 15884-IDF 182:2002.

Jacome-Sosa, M., Vacca, C., Mangat, R., Diane, A., Nelson, R.C., Reaney, M.J., Shen,
J.H., Curtis, .M., Vine, D.F., Field, C.J., Igarashi, M., Piomelli, D., Banni, S. y Proctor,
S.D. (2016). Vaccenic acid suppresses intestinal inflammation by increasing anandamide
and related N-acylethanolamines in the JCR:LA-cp rat. Journal of Lipid Research, 57,
638-649.

Jacome-Sosa, M.M., Borthwick, F., Mangat, R., Uwiera, R., Reaney, M.J., Shen, J.H.,
Quiroga, A.D. Jacobs, R.L., Lehner, R.y Proctor, S.D. (2014). Diets enriched in #rans-11
vaccenic acid alleviate ectopic lipid accumulation in a rat model of NAFLD and metabo-
lic syndrome. Journal of Nutritional Biochemistry 25, 692-701.

Jakobsen, M.U., Overvad, K., Dyerberg, ]. y Heitman, B.L. (2008). Intake of ruminant
trans fatty acids and risk of coronary heart disease. International Journal of Epidemio-
logy 37,173-182.

Jaudszus, A., Jahreis, G., Schlormann, W., Fischer, ]., Kramer, R., Degen, C., Rohrer, C.,
Roth, A., Gabriel, H., Barz, D., y Gruen, M. (2012). Vaccenic acid-mediated reduction
in cytokine production is independent of ¢9,t11-CLA in human peripheral blood mo-

nonuclear cells. Biochimica et Biophysica Acta-Molecular and Cell Biology of Lipids,
1821, 1316-1322.

Jaudszus, A., Mainz, J.G., Pittag, S., Dornaus, S., Dopfer, C., Roth, A. y Jahreis, G.
(2016). Effects of a dietary intervention with conjugated linoleic acid on immunological
and metabolic parameters in children and adolescents with allergic asthma-A place-
bo-controlled pilot trial. Lipids in Health and Disease, 15, 21.

Jenkins, B., West, J.A., y Koulman, A. (2015). A review of odd-chain fatty acid meta-
bolism and the role of pentadecanoic acid (C15:0) and heptadecanoic acid (C17:0) in
health and disease. Molecules, 20, 2425-2444.

Jenkins, B.J., Seyssel, K., Chiu, S., Pan, PH., Lin, S.Y., Stanley, E., Ament, Z., West, ].A.,
Summerhill, K., Griffin, J.L., Vetter, W., Autio, K.J., Hiltunen, K., Hazebrouck, S., Ste-
pankova, R., Chen, C J., Alligier, M., Laville, M., Moore, M., Kraft, G., Cherrington, A.,
King, S., Krauss, R.M., de Schryver, E., Van Veldhoven, P.P., Ronis, M.,y Koulman, A.
(2017). Odd Chain Fatty Acids: New insights of the relationship between the gut micro-
biota, dietary intake, biosynthesis and glucose intolerance. Scientific Reports, 7, 44845.

Jensen, R.G. (2002). The composition of bovine milk lipids: January 1995 to December
2000. Journal of Dairy Science, 85,295-350.

136



Jun, H.K. (2016). Conjugated linoleic acid: potential health benefits as a functional food
ingredient. Annual Review of Food Science and Technology. 7, 221-244.

Kalscheur, K. F, Teter, B.B., Piperova, L.S. y Erdman, R.A. (1997). Effect of dietary
forage concentration and buffer addition on duodenal flow of #7ans-C18:1 fatty acids and
milk fat production in dairy cows. Journal of Dairy Science, 80, 2104-2114.

Kaneda, T. (1977). Fatty acids of the genus bacillus: An example of branched-chain pre-
ference. Bacteriological Reviews, 41, 391.

Keeney, M., Katz, I., y Allison, J. (1962). On the probable origin of milk fat acids in ru-
men microbial lipids. Journal of the American Oil Chemists Society, 39, 198-201

Kelley, N.S., Hubbard, N.E. y Erickson, K.L. (2007). Conjugated linoleic acid isomers
and cancer. Journal of Nutrition, 137,2599-2607.

Khaw, K. T, Friesen, M.D., Riboli, E., Luben, R., y Wareham, N. (2012). Plasma phos-
pholipid fatty acid concentration and incident coronary heart disease in men and wo-

men: The EPIC-Norfolk prospective study. PLoS Medicine, 9, e1001255.
Kim, J.H., Kim, Y., Kim, Y.J. y Park, Y. (2016). Conjugated Linoleic Acid: Potential

health benefits as a functional food ingredient. Annual Review of Food Science and

Technology, 7, 221-244.
Kishino, S.,J. Ogawa, K. Yokozeki, and S. Shimizu. 2009. Metabolic diversity in biohy-

drogenation of polyunsaturated fatty acids by lactic acid bacteria involving conjugated

fatty acid production. Applied Microbiology and Biotechnology 84(1):87-97.

Kleber, M.E., Delgado, G.E., Lorkowski, S., Marz, W., y Von Schacky, C. (2016).

Trans-fatty acids and mortality in patients referred for coronary angiography: the Lud-
wigshafen risk and cardiovascular health study. European Heart Journal, 37, 1072-1078.

Kraft, J., M. Collomb, P. Mockel, R. Sieber, and G. Jahreis. 2003. Differences in CLA
isomer distribution of cow’s milk lipids. Lipids 38(6):657-664.

Kucuk, O., B. W. Hess, P. A. Ludden, and D. C. Rule. 2001. Effect of forage : concentrate
ratio on ruminal digestion and duodenal flow of fatty acids in ewes. Journal of Animal

Science 79(8):2233-2240.

Kuhnt, K., Degen, C., y Jahreis G. (2016). Evaluation of the Impact of Ruminant Trans
Fatty Acids on Human Health: Important Aspects to Consider. Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, 56, 1964-80.

Lee, Y.-J. and T. C. Jenkins. 2011. Biohydrogenation of Linolenic Acid to Stearic Acid
by the Rumen Microbial Population Yields Multiple Intermediate Conjugated Diene
Isomers. The Journal of Nutrition 141(8):1445-1450.

Leiber, F., Scheeder, M.R.L., Wettstein, H.R., Kreuzer, M., (2004). Milk fatty acid pro-
file of cows under the influence of alpine hypoxia and high mountainous forage quality.
Journal of Animal Feed Science, 13, 693-696.

137



Ly, F, Li, Z., Li, S., Ferguson, ].D., Cao, Y., Yao, ]., Sun, ., Wang, X., y Yang, T. (2014b).
Effect of dietary physically effective fiber on ruminal fermentation and the fatty acid
profile of milk in dairy goats. Journal of Dairy Science, 97, 2281-2290.

Li, F, Yang, X.J., Cao, Y.C,, Li, S.X,, Yao, J.H,, Li, Z.J., y Sun, FF. (2014a). Effects of
dietary effective fiber to rumen degradable starch ratios on the risk of sub-acute ruminal
acidosis and rumen content fatty acids composition in dairy goat. Animal Feed Science

and Technology, 189, 54-62.

Liang, J., Zhou, Q., Amakye, W.K., Su, Y., y Zhang, Z. (2018). Biomarkers of dairy fat
intake and risk of cardiovascular disease: A systematic review and meta analysis of pros-
pective studies. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 58, 1122-1130.

Lim,].N., Oh,]J.J., Wang, T., Lee,].S., Kim, S.H., Kim, Y.J., Lee, H.G. (2014). frans-11
18:1 Vaccenic Acid (TVA) has a direct anti-carcinogenic effect on MCF-7 human mam-
mary adenocarcinoma cells. Nutrients, 6, 627-636.

Littell, R.C., Stroup, W.W.,, & Freund, R.J. (2002). SAS for Linear Models, 4th ed., SAS
Institute, Inc., Cary, NC.

Liu,L,Wang, Z., Park, H.G., Xu, C., Lawrence, P., Sub, X., Wijendrane, V., Walker, W.A.,
Kothapalli, K.S.D., y Brenna, J.T. (2017). Human fetal intestinal epithelial cells meta-
bolize and incorporate branched chain fatty acids in a structure specific manner. Prosta-
glandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 116, 32-39.

Lock, A.L., y Bauman, D.E. (2004). Modifying milk fat composition of dairy cows to
enhance fatty acids beneficial to human health. Lipids 39, 1197-1206.

Loor, J.J., K. Ueda, A. Ferlay, Y. Chilliard, and M. Doreau. (20052). Intestinal flow and
digestibility of trans fatty acids and conjugated linoleic acids (CLA) in dairy cows fed a
high-concentrate diet supplemented with fish oil, linseed oil, or sunflower oil. Animal

Feed Science and Technology 119(3-4):203-225.

Loor,].]J., M. Doreau, J. M. Chardigny, A. Ollier, J. L. Sebedio, and Y. Chilliard. (2005b).
Effects of ruminal or duodenal supply of fish oil on milk fat secretion and profiles of
trans-fatty acids and conjugated linoleic acid isomers in dairy cows fed maize silage.

Animal Feed Science and Technology 119(3-4):227-246.

Lordan, R. y Zabetakis, 1. (2017). The anti-inflammatory properties of dairy lipids. Jour-
nal of Dairy Science, 100, 4197-4212.

Luna, P, Bach, A., Juirez, M., & De La Fuente, M. A. (2008). Effect of a diet enriched
in whole linseed and sunflower oil on goat milk fatty acid composition and conjugated
linoleic acid isomer profile. Journal of Dairy Science, 91(1), 20-28.

Luna, P., M. Juarez, and M. A. de la Fuente. (2005). Validation of a rapid milk fat sepa-
ration method to determine the fatty acid profile by gas chromatography. J. Dairy Sci.
88(10):3377-3381.

MacGibbon, A. K.H., y Taylor, M.W. (2006). Composition and structure of bovine milk
lipids. En: Advanced Dairy Chemistry, vol. 2, Lipids, 32 edicién, Fox P.F.y McSweeney,
P.L.H. eds. Springer, Nueva York, EE.UU, pp. 43-92.

138



Maia, M. R., Chaudhary, L. C., Bestwick, C. S., Richardson, A. J., McKain, N., Lar-
son, T. R., Graham, I. A., & Wallace, R. J. (2010). Toxicity of unsaturated fatty acids to
the biohydrogenating ruminal bacterium, Butyrivibrio fibrisolvens. BMC Microbiology,
10(1), 52.

Maia, M.R.G., Chaudhary, L.C., Figueres, L., y Wallace, R.J. (2007). Metabolism of
polyunsaturated fatty acids and their toxicity to the microflora of the rumen. Antonie
van Leeuwenhoek, 91, 303-314.

Martinez Marin, A. L., Gémez-Cortés, P., Gémez Castro, G., Judrez, M., Pérez Alba,
L., Pérez Hernandez, M., & De la Fuente, M. A. (2011). Animal performance and milk
fatty acid profile of dairy goats fed diets with different unsaturated plant oils. Journal of
Dairy Science, 94(11), 5359-5368.

Martinez Marin, A. L., Gémez-Cortés, P., Gémez Castro, G., Judrez, M., Pérez Alba,
L., Pérez Herndndez, M., & De la Fuente, M. A. (2012a). Short communication: Linear

discriminant analysis and type of oil added to dairy goat diets. Journal of Dairy Science,
95(7), 4045-4049.

Martinez Marin, A. L., Gémez-Cortés, P., Gémez Castro, G., Judrez, M., Pérez Alba,
L., Pérez Herndndez, M., & De la Fuente, M. A. (2012b). Effects of feeding increasing
dietary levels of high oleic or regular sunflower or linseed oil on fatty acid profile of goat

milk. Journal of Dairy Science, 95(4), 1942-1955.

Martinez Marin, A. L., Gémez-Cortés, P., Nufiez Sénchez, N., Juirez, M., Garzén Si-
gler, A. 1., Blanco, F. P, y de la Fuente, M. A. (2015). Associations between major fatty
acids in plant oils fed to dairy goats and C18 isomers in milk fat. Journal of Dairy Re-
search, 82, 152-160.

Martinez Marin, A. L., Gémez-Cortés, P., Pérez Alba, L. M., Juirez, M., Gémez Castro,
A.G., Pérez Herndndez, M., & de la Fuente, M. A. (2013b). Adicién de aceites vegetales
a la dieta de cabras lecheras: efecto sobre el contenido de dcidos grasos de la grasa lictea.
Archivos de Medicina Veterinaria, 45(3), 259-266.

Martinez Marin, A.L., Pérez Herndndez, M., Carrién Pardo, D., Gémez Castro, G.,y
Garzon Sigler, A. 1. (2013a). Efecto de los aceites y semillas en dietas para rumiantes
sobre el perfil de dcidos grasos de la leche. Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias, 4,

319-338.

Martinez-Marin, A.L., Gémez-Cortés, P., Gémez-Castro, G., Judrez, M., Pérez-Alba,
L., Pérez-Hernandez, M. y De la Fuente, M.A. (2011). Animal performance and milk
fatty acid profile of dairy goats fed diets added differently unsaturated plant oils. Journal
Dairy Science, 94, 5359-5368.

Martins, S.V., Lopes, P.A., Alfaia, C.M., Ribeiro, V.S., Guerreiro, T.V., Fontes. C. M.G.A.,
Castro, ML.F,, Soveral, G., y Prates, ].A.M. (2007). Contents of conjugated linoleic acid
isomers in ruminant-derived foods and estimation of their contribution to daily intake
in Portugal. British Journal of Nutrition, 98, 1206-1213.

Massart-Leén, A. M., & Massart, D. L. (1981). The use of clustering techniques in the
elucidation or confirmation of metabolic pathways. Application to the branched-chain

139



fatty acids present in the milk fat of lactating goats. Biochemical Journal, 196(2), 611-
618.

Massart-Leén, A. M., De Pooter, H., Decloedt, M., & Schamp, N. (1981). Composition
and variability of the branched-chain fatty acid fraction in the milk of goats and cows.
Lipids, 16(5), 286-292.

Massart-Leén, A.M., Roets, E., Peeters, G., y Verbeke, R. (1983). Propionate for fatty
acid synthesis by the mammary gland of the lactating goat. Journal of Dairy Science, 66,
1445-1454.

Mele, M., Serra, A., Buccioni, A., Conte, G., Pollicardo, A., & Secchiari, P. (2008). Effect
of soybean oil supplementation on milk fatty acid composition from Saanen goats fed
diets with different forage: concentrate ratios. Italian Journal of Animal Science, 7(3),

297-312.

Mensink, R.P. y Katan, M.B. (1990). Effect of dietary trans fatty acids on high-density
and lo-density lipprotein cholesterol levels in health subjects. New England Journal of
Medicine, 323, 439-445.

Michalet-Doreau, B., Fernandez, I., Peyron, C., Millet, L., & Fonty, G. (2001). Fibrolytic
activities and cellulolytic bacterial community structure in the solid and liquid phases of
rumen contents. Reproduction Nutrition Development, 41(2), 187-194.

Mika, A., Stepnowski, P., Kaska, L., Proczko, M., Wisniewski, P., Sledzinski, M., y Sle-
dzinski, T. (2016). A Comprehensive study of serum odd- and branched-chain fatty acids
in patients with excess weight. Obesity, 24, 1669-1676.

Moallem, U. 2018. Invited review: Roles of dietary n-3 fatty acids in performance, milk
fat composition, and reproductive and immune systems in dairy cattle. J. Dairy Sci.
101(10):8641-8661.

Mohammed, R., Kennelly, J. J., Kramer, J. K. G., Beauchemin, K.A., Stanton, C.S., y
Murphy, J.J. (2010). Effect of grain type and processing method on rumen fermentation
and milk rumenic acid production. Animal, 4, 1425-1444.

Mosley, E.E., Dagger, B.S., Moate, PJ., y McGuire, M.A. (2006). Cis-9, trans-11 con-
jugated linoleic acid is synthesized directly from vaccenic acid in lactating dairy cattle.

Journal of Nutrition, 136, 570-575.

Motard-Belanger, A., Charest, A., Grenier, G., Paquin, P., Chouinard, Y., Lemieux, S.,
Couture, P.y Lamarche, B. (2008). Study of the effect of trans fatty acids from ruminants
on blood lipids and other risk factors for cardiovascular disease. American Journal of

Clinical Nutrition, 87, 593-599.

Mozaffarian, D. , Otto, M.C.D, Lemaitre, R.N., Fretts, A.M, Hotamisligil, G., Tsai,
M.Y., Siscovick, D.S. y Nettleton, J.A. (2013). Trans-palmitoleic acid, other dairy fat
biomarkers, and incident diabetes: the multi-ethnic study of atherosclerosis (MESA).
American Journal of Clinical Nutrition, 97, 854-861.

140



Mozaftarian, D., Cao, H., King, I.B., Lemaitre, R.N., Song, X, Siscovick, D.S. y Hota-
misligil, G.S. (2010). Trans-palmitoleic acid, metabolic risk factors, and new-onset dia-

betes in U.S. adults: a cohort study. Annals of Internal Medicine, 153, 790-799.

Mozaffarian, D., Katan, M.B., Ascherio, A., Stampfer, ML.J. y Willett, W.C. (2006). Trans
fatty acids and cardiovascular disease. New England Journal of Medicine 354, 1601-
1613.

Nestel, P. (2014) Trans Fatty Acids: Are its cardiovascular risks fully appreciated? Clini-
cal Therapeutics, 36, 315-321.

Nudda, A., Battacone, G., Boaventura Neto, O., Cannas, A., Francesconi, A. H. D., At-
zori, A. S., & Pulina, G. (2014). Feeding strategies to design the fatty acid profile of sheep
milk and cheese. Revista Brasileira de Zootecnia, 43(8), 445-456.

Ollier, S., Leroux, C., De la Foye, A., Bernard, L., Rouel, J., & Chilliard, Y. (2009). Whole
intact rapeseeds or sunflower oil in high-forage or high-concentrate diets affects milk
yield, milk composition, and mammary gene expression profile in goats. Journal of Dairy
Science, 92(11), 5544-5560.

OMS/WHO (2004). Programa conjunto FAO/OMS sobre normas alimentarias Comi-
té del Codex sobre nutricién y alimentos para regimenes especiales.

OMS/WHO (2010). Food and agriculture organization (FAO)/World health organisa-
tion (WHO). Fats and fatty acids in human nutrition; report of an expert consultation.
Geneva,Switzerland: WHO Press.

Or-Rashid, M.M., Odongo, N.E., y McBride, B.W. (2007). Fatty acid composition of
ruminal bacteria and protozoa, with emphasis on conjugated linoleic acid vaccenic acid,
and odd-chain and branched-chain fatty acids. Journal of Animal Science, 85, 1228-
1234.

Or-Rashid, M.M., Wright, T.C., y McBride, B.W. (2009). Microbial fatty acid conver-
sion within the rumen and the subsequent utilization of these fatty acids to improve the
healthfulness of ruminant food products. Applied Microbiology and Biotechnology, 84,
1033-1043.

Otto, M.C.D., Nettleton, J.A., Lemaitre, R.N., Steffen, .M., Kromhout, D., Rich, S.S.,
Tsai, M.Y., Jacobs, D.R., y Mozaffarian, D. (2013). Biomarkers of dairy fatty acids and
risk of cardiovascular disease in the multi-ethnic etudy of atherosclerosis. Journal of the
American Heart Association, 2, ¢000092.

Palmquist, D.L. (2006). Milk fat: Origin of fatty acids and influence of nutritional factors
thereon. En: Advanced Dairy Chemistry, vol. 2, Lipids, 32 edicién, Fox PF.y McSwee-
ney, P.L.H. eds. Springer, Nueva York, EE.UU, pp. 43-92.

Park, Y.W.,, Juarez, M., Ramos, M., y Haenlein, G.F.W. (2007). Physico-chemical cha-
racteristics of goat and sheep milk. Small Ruminant Research, 68, 88-113.

Parodi, P. (2006). Nutritional significance of milk lipids. In: Advanced Dairy Chemistry
Lipids, volume 2, 3rd edition; Fox, P. F, and McSweeney, P. L. H. eds.; Springer, New
York, USA; pp. 601-640.

141



Patel, M., Wredle, E., y Bertilsson, J. (2013). Effect of dietary proportion of grass silage

on milk fat with emphasis on odd- and branched-chain fatty acids in dairy cows. Journal

of Dairy Science, 96, 390-397.

Penedo, L.A., Nunes, ].C., Gama, M.A., Leite, P.E., Quirico-Santos, T.F. yTorres, A.G..
(2013). Intake of butter naturally enriched with cis9, trans11 conjugated linoleic acid
reduces systemic inflammatory mediators in healthy young adults. Journal of Nutritional

Biochemistry, 24, 2144-2151.

Pfeuffer, M., y Jaudszus, A. (2016). Pentadecanoic and heptadecanoic acids: multifaceted
odd-chain fatty acids. Advances in Nutrition, 7, 730-734.

Piperova, L.S., Sampugna, J., Teter, B.B., Kalscheur, K.F., Yurawecz, M.P,, Ku, Y., Mo-
rehouse, K.M., y Erdman, R.A. (2002). Duodenal and milk trans octadecenoic acid and
conjugated linoleic acid (CLA) isomers indicate that postabsorptive synthesis is the pre-

dominant source of ¢is-9 containig CLA in lactating dairy cows. Journal of Nutrition
132,1235-1241.

Plourde, M., Destaillats, F., Chouinard, P.Y., y Angers, P. (2007). Conjugated a-linolenic
acid isomers in bovine milk and muscle. Journal of Dairy Science, 90, 5269-5275.

Ran-Ressler R.R., Khailova, L., Arganbright, K.M., Adkins-Rieck, C.K., Jouni, Z.E.,
Koren, O., Ley, R.E., Brenna, ].T.,y Dvorak, B. (2011). Branched chain fatty acids reduce

the incidence of necrotizing enterocolitis and alter gastrointestinal microbial ecology in

a neonatal rat model. PLoS ONE, 6,¢29032.

Ran-Ressler, R.R., Bae, S., Lawrence, P, Wang, D. H., y Brenna, ].T. (2014). Bran-
ched-chain fatty acid content of foods and estimated intake in the USA. British Journal
of Nutrition, 112, 565-572.

Ran-Ressler, R.R., Devapatla, S., Lawrence, P., y Brenna, ].T. (2008). Branched chain fa-
tty acids are constituents of the normal healthy newborn gastrointestinal tract. Pediatric

Research, 64, 605-609.

Reynolds, C.M. y Roche, H.M. (2010). Conjugated linoleic acid and inflammatory cell
signaling. Prostaglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 82, 199-204.

Risérus, U., y Marklund, M. (2017). Milk fat biomarkers and cardiometabolic disease.
Current Opinion in Lipidology, 28, 46-51.

Roy, A., A. Ferlay, K. J. Shingfield, and Y. Chilliard. 2006. Examination of the persistency
of milk fatty acid composition responses to plant oils in cows given different basal diets,
with particular emphasis on #rans-C-18:1 fatty acids and isomers of conjugated linoleic

acid. Animal Science 82:479-492.

Sackmann, J.R., Duckett, S.K., Gillis, M.H., Realini, C.E., Parks, A.-H., y Eggelston,
R.B. (2003). Effects of forage and sunflower oil levels on ruminal biohydrogenation of
fatty acids and conjugated linoleic acid formation in beef steers fed finishing diets. Jour-
nal of Animal Science, 81,3174-3181.

Sauvant, D., Schmidely, P., Daudin, J. J., & St-Pierre, N. R. (2008). Meta-analyses of
experimental data in animal nutrition. Animal, 2(8), 1203-1214.

142



Schmidely, P., Glasser, F., Doreau, M., Sauvant, D. (2008). Digestion of fatty acids in
ruminants: a meta-analysis of flows and variation factors. 1. Total fatty acids. Animal, 2,

677-690.

Schroeder, M., y Vetter, W. (2013). Detection of 430 Fatty acid methyl esters from tran-
sesterified butter sample. Journal of the American Oil Chemists Society, 90, 771-790.

Scollan, N. D., D. Dannenberger, K. Nuernberg, I. Richardson, S. MacKintosh, J. F. Ho-
cquette, and A. P. Moloney. 2014. Enhancing the nutritional and health value of beef
lipids and their relationship with meat quality. Meat Sci. 97(3):384-394.

Shi, H.B., Wu, M., Zhy, J.J., Zhang, C.H., Yao, D.W,, Luo, J., y Loor, J.J. (2017). Fatty
acid elongase 6 plays a role in the synthesis of long-chain fatty acids in goat mammary

epithelial cells. Journal of Dairy Science, 100, 4987-4995.

Shingfield, K. J., & Wallace, R. ]. (2014). Synthesis of conjugated linoleic acid in rumi-
nants and humans. In: B. Sels, A. Philippaerts (Eds.) Conjugated Linoleic Acids and
Conjugated Vegetable Oils. Royal Society of Chemistry, London, UK; pp 1-64.

Shingfield, K. J., Bonnet, M., & Scollan, N. D. (2013). Recent developments in altering
the fatty acid composition of ruminant-derived foods. Animal, 7(s1), 132-162.

Shingfield, K. J., Chilliard, Y., Toivonen, V., Kairenius, P., & Givens, D. I. (2008). Trans
fatty acids and bioactive lipids in ruminant milk. Advances in Experimental Medicine
and Biology 606, 3-65.

Shingfield, K. J., L. Bernard, C. Leroux, and Y. Chilliard. 2010. Role of trans fatty acids
in the nutritional regulation of mammary lipogenesis in ruminants. Animal 4(7):1140-
1166.

Shingfield, K. J., S. Ahvenjarvi, V. Toivonen, A. Arola, K. V. V. Nurmela, P. Huhtanen,
and J. M. Griinari. 2003. Effect of dietary fish oil on biohydrogenation of fatty acids and
milk fatty acid content in cows. Animal Science 77:165-179.

Shingfield, K.J., Reynolds, C.K., Lupoli, B., Toivonen, V., Yurawecz, M.P.,, Delmonte, P,
Griinari, ].M., Grandison, A.S., y Beever, D.E. (2005). Effect of forage type and propor-
tion of concentrate in the diet on milk fatty acid composition in cows given sunflower oil

and fish oil. Animal Science, 80, 225-238.

Shingfield, K.J.,y Wallace, R.J. (2014). Synthesis of conjugated linoleic acid in ruminants
and humans. En: Conjugated Linoleic Acids and Conjugated Vegetable Oils, Sels, B. y
Philippaerts, A. eds. Royal Society of Chemistry, Londres, Reino Unido, pp. 1-64.

Shokryzadan, P., Rajion, M.A., Meng, G.Y., Boo, L.J., Ebrahimi, M., Royan, M., Sahebi,
M., Azizi, P., Abiri, R., y Jahromi, ML.F. (2017). Conjugated linoleic acid: A potent fatty
acid linked to animal and human health. Critical Reviews in Food Science and Nutrition,

57,2737-2748.

Simopoulos, A. P. 2008. The importance of the omega-6/omega-3 fatty acid ratio in
cardiovascular disease and other chronic diseases. Experimental Biology and Medicine
233(6):674-688.

143



Sofi, F., Buccioni, A., Cesari, F., Gori, A.M., Minieri, S., Mannini, L., Casini, A., Gen-
sini, G.F., Abbate, R. y Antongiovanni, M. (2010). Effects of a dairy product (pecorino
cheese) naturally rich in cis-9, #rans-11 conjugated linoleic acid on lipid, inflammatory
and haemorheological variables: A dietary intervention study. Nutrition, Metabolism &
Cardiovascular Diseases, 20, 117-124.

Sojik, L., J. Blagko, R. Kubinec, R. Gérovi, A. H. Szabé, P. Mijek, and M. Marge-
tin. 2015. Time-dependent changes in milk fatty acid composition of ewes fed a winter
ration supplemented with linseed or sunflower oils. Czech Journal of Animal Science
60(6):268-280.

Sun,Y.Z.,S.Y. Mao,y W.Y. Zhu. 2009. Rumen chemical and bacterial changes during
stepwise adaptation to a high-concentrate diet in goats. Animal 4(2):210-217.

Toral, PG., Hervis G., Gémez-Cortés, P, Frutos, P, Juirez, M., y De la Fuente, M.A.
(2010). Milk Fatty Acid Profile and dairy sheep performance in Response to diet su-

pplementation with sunflower oil plus incremental levels of marine algae. Journal of

Dairy Science, 93, 1655-1667.

Tricon, S., Burdge, G.C., Jones, E.L., Russell, J.J., EI-Khazen, S., Moretti, E., Hall,
W.L., Gerry, A.B., Leake, D.S., Grimble, R.F., Williams, C.M., Calder, P.C. y Yaqoob,
P. (2006). Effects of dairy products naturally enriched with c¢is-9, #rans-11 conjugated
linoleic acid on the blood lipid profile in healthy middle-aged men. American Journal of
Clinical Nutrition, 83, 744-753.

Vahmani, P., Meadus, W.J., Duff, P, Rolland, D.C., y Dugan, M.E.R. (2017). Compa-
ring the lipogenic and cholesterolgenic effects of individual #7a7s-18:1 isomers in liver
cells. European Journal of Lipid Science and Technology, 119, 160-162.

Vahmani, P., Meadus, WJ., Mapiye, C., Duff, P, Rolland, D.C., y Dugan, M.E.R.
(2015b). Double bond position plays an important role in delta-9 desaturation and lipo-
genic properties of trans 18:1 isomers in mouse adipocytes. Lipids, 50, 1253-1258.

Vahmani, P.,, Meadus, WJ., Turner, T.D., Duff, P,, Rolland, D.C., Mapiye, C., y Dugan,
M.E.R. (2015a). Individual trans 18:1 isomers are metabolised differently and have dis-
tinct effects on lipogenesis in 3T3-L1 adipocytes. Lipids, 50, 195-204.

Van Wijlen, R.PJ., y Colombani, P.C. (2010). Grass-based ruminant production me-
thods and human bioconversion of vaccenic acid with estimations of maximal dietary
intake of conjugated linoleic acids. International Dairy Journal, 20, 433-448.

Vargas-Bello-Perez, E. and P. C. Garnsworthy. 2013. Trans fatty acids and their role in
the milk of dairy cows. Ciencia E Investigacion Agraria 40(3):449-473.

Vazirigohar, M., Dehghan-Banadaky, M., Rezayazdi, K., Nejati-Javaremi, A., Mir-
zaei-Alamouti, H., y Patra, A.K. (2018). Effects of diets containing supplemental fats
on ruminal fermentation and milk odd- and branched-chain fatty acids in dairy cows.

Journal of Dairy Science, 101, 6133-6141.

144



Viladomiu, M., Hontecillas, R., y Bassaganya-Riera, J. (2016). Modulation of inflam-
mation and immunity by dietary conjugated linoleic acid. European Journal of Pharma-

cology, 785, 87-95.

Vlaeminck, B., Gervais, R., Rahman, M.M., Gadeyne, F., Gorniak, M., Doreau, M.,y
Fievez, V. (2015). Postruminal synthesis modifies the odd- and branched chain fatty acid
profile from the duodenum to milk. Journal of Dairy Science, 98, 4829-4840.

Vlaeminck, B., Dewhurst, R.J., Demeyer, D., y Fievez, V. (2004). Odd and branched
chain fatty acids to estimate proportions of cellulolytic and amylolytic particle associated

bacteria. Journal of Animal Feed Science, 13,235-238.

Vlaeminck, B., Fievez, V., Cabrita, A. R.]., Fonseca, A. J. M., & Dewhurst, R. J. (2006).
Factors affecting odd-and branched-chain fatty acids in milk: a review. Animal Feed
Science and Technology, 131(3), 389-417.

Vlaeminck, B., Fievez, V., Demeyer, D., y Dewhurst, R. J. (2006b). Effect of forage: con-
centrate ratio on fatty acid composition of rumen bacteria isolated from ruminal and
duodenal digesta. Journal of Dairy Science, 89(7), 2668-2678.

Vlaeminck, B., Fievez, V., van Laar, H., Vlaeminck, B., Fievez, V., Cabrita, A.R.J., Fon-
seca, A.J.M., y Dewhurst, R.J. (2006a). Factors affecting odd- and branched-chain fatty
acids in milk: A review. Animal Feed Science and Technology, 131, 389-417.

Vlaeminck, B., Gervais, R., Rahman, M. M., Gadeyne, F., Gorniak, M., Doreau, M., &
Fievez, V. (2015). Postruminal synthesis modifies the odd-and branched-chain fatty acid
profile from the duodenum to milk. Journal of Dairy Science, 98(7): 4829-4840.

Wanders, A.J., Zock, P.Ly Brouwer IA (2017). Trans fat intake and its dietary sources in
general populations worldwide: A systematic review. Nutrients, 9, 840.

Wang, D.H., Ran-Ressler, R., St Leger, J., Nilson, E., Palmer, L., Collins, R., y Brenna,
J.T. (2018). Sea lions develop human-like vernix caseosa delivering branched fats and
squalene to the GI tract. Scientific Reports, 8, 7478.

Wang, X.F.,, Gupta, J., Kerslake, M., Rayat, G., Proctor, S.D. y Chan, C.B. (2016).
Trans-11 vaccenic acid improves insulin secretion in models of type 2 diabetes in vivo

and in vitro. Molecular Nutrition & Food Research, 60, 846-857.

Wang, Y., Jacome-Sosa, M.M., Ruth, M.R., Lu, Y., Shen, ]J., Reaney, M.]., Scott, S.L.,
Dugan, M.E.R., Anderson, H.D., Field, C.J., Proctor, S.D. y Vine, D.F. (2012). The in-
testinal bioavailability of vaccenic acid and activation of peroxisome proliferator-activa-

ted receptor-o. and -y in a rodent model of dyslipidemia and the metabolic syndrome.

Molecular Nutrition & Food Research, 56, 1234-1246.

Whitlock, L. A., D. J. Schingoethe, A. R. Hippen, K. F. Kalscheur, R. J. Baer, N. Ra-
maswamy, and K. M. Kasperson. 2002. Fish oil and extruded Soybeans fed in combina-
tion increase conjugated linoleic acids in milk of dairy cows more than when fed separa-
tely. J. Dairy Sci. 85(1):234-243.

145



Wongtangtintharn, S., Oku, H., Iwasaki, H., Inafuku, M., Toda, T, y Yanagita, T. (2005).
Incorporation of branched-chain fatty acid into cellular lipids and caspase in dependent

apoptosis in human breast cancer cell line, SKBR-3. Lipids in Health and Disease, 4, 29.
Wongtangtintharn, S., Oku, H., Iwasaki, H., Toda, T. (2004). Effect of branched-chain

fatty acids on fatty acid biosynthesis of human breast cancer cells. Journal of Nutritional

Science and Vitaminology, 50(2), 137-143.

Woo, A. H., & Lindsay, R. C. (1984). Concentrations of major free fatty acids and flavor
development in Italian cheese varieties. Journal of Dairy Science, 67(5), 960-968.

Xu, H.F, Luo, J., Zhao, W.S., Yang, Y.C., Tian, H.B., Shi, H.B., y Bionaz, M. (2016).
Overexpression of SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1) promotes de
novo fatty acid synthesis and triacylglycerol accumulation in goat mammary epithelial

cells. Journal of Dairy Science, 99, 783-795.

Yakoob, M.Y., Shi, PL., Willett, W.C., Rexrode, K.M., Campos, H., Orav, E.J., Hu,
F.B., y Mozaffarian, D. (2016). Circulating biomarkers of dairy fat and risk of incident
diabetes mellitus among men and women in the United States in two large prospective
cohorts. Circulation, 133, 1645-1654.

Yan, Y., Wang, Z., Greenwald, J., Kothapalli, K.S.D., Park, H.G., Liu, R., Mendralla,
E., Lawrence, P., Wang, X., y Brenna, ].T. (2017). BCFA suppresses LPS induced IL-8
mRNA expression in human intestinal epithelial cells. Prostaglandins, Leukotrienes and

Essential Fatty Acids, 116, 27-31.

Yan, Y., Wang, Z., Wang, D., Lawrence, P., Wang, X., Kothapalli, K.S.D., Greenwald,
J., Liu, R., Park, H.G., y Brenna, ].T. (2018). BCFA-enriched vernix-monoacylglycerol
reduces LPS-induced inflammatory markers in human enterocytes in vitro. Pediatric

Research, 83, 874-879.
Yang, B., Chen, H.Q,, Stanton, C., Ross, R.P., Zhang, H., Chen, Y.Q.y Chen, W. (2015).

Review of the roles of conjugated linoleic acid in health and disease. Journal of Functio-

nal Foods, 15, 314-325.
Yang, S. L., D. P. By, J. Q. Wang, Z. Y. Hu, D. Li, H. Y. Wei, L. Y. Zhou, y ]. J. Loor.

(2009). Soybean oil and linseed oil supplementation affect profiles of ruminal microor-
ganisms in dairy cows. Animal 3(11):1562-1569.

Yang, Z., Liu, S., Chen, X., Chen, H., Huang, M., y Zheng, J. (2000). Induction of
apoptotic cell death and in vivo growth inhibition of human cancer cells by a saturated
branched-chain fatty acid, 13-methyltetradecanoic acid. Cancer Research, 60, 505-509.

Zhang, Y., Liu, K., Hao, X., y Xin, H. (2017). The relationships between odd- and
branched-chain fatty acids to ruminal fermentation parameters and bacterial populations
with different dietary ratios of forage and concentrate. Journal of Animal Physiology and

Animal Nutrition, 101,1103-1114.

146









