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Aceites vegetales sobre acidos grasos y produccion de metano in vitro en
vacas lecheras!

Vegetable oils on in vitro fatty acids and methane production in dairy cows

Esperanza Prieto-Manrique’, Julio Ernesto Vargas-Sdnchez®, Joaquin Angulo-Arizala®,
Liliana Mahecha-Ledesma*

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
la adicién de aceites vegetales en dietas representativas
de vacas lecheras bajo pastoreo, sobre los dcidos grasos,
fermentacion ruminal y produccién de metano in vitro. La
investigacion se desarrolld en el laboratorio NUTRILAB—
GRICA, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia, en agosto
del 2013. Se utilizé la técnica de produccién de gas in
vitro. En cuatro dietas (dos de monocultivo en Cynodon
plectostachyus y dos de sistema silvopastoril intensivo con
Leucaena leucocephala), se evalud la adicion de tres aceites
vegetales (girasol, lino y palma) a nivel del 2 y 4% de la MS,
en un diseflo completamente al azar con arreglo factorial de
4x3x2. En todas las dietas, la suplementacién con aceite de
girasol aumentd el contenido de 4cido linoleico (C18:2 ¢9,12),
dcido linoleico conjugado (ALC-c9t11) y dcido transvaccénico
(ATV, C18:1 t11) después de la fermentaciéon (p<0,0001),
redujo en 2,4 y 0,9% la digestibilidad de la MS con respecto a
aceite de palma (p<0,05) y lino (p>0,05). Ningtn aceite afectd
la cinética de fermentacion, pH, total de dcidos grasos voldtiles
(AGV), proporcién de AGV, ni la produccién de metano.

Palabras clave: 4cido linoleico conjugado, dcido
transvaccénico, fermentacion ruminal, ganado lechero en
pastoreo, sistema silvopastoril.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the
addition of vegetable oils to representative diets of dairy
cows under grazing, on the in vitro fatty acids, ruminal
fermentation and methane production. The research was
conducted in the laboratory NUTRILAB-GRICA, belonging
to the Faculty of Agricultural Sciences, University of
Antioquia, Medellin, Colombia, in August 2013. The
technique of in vitro gas production was used. In four diets
(two Cynodon plectostachyus monoculture and two intensive
silvopastoral system with Leucaena leucocephala), the
addition of three vegetable oils (sunflower, linseed and palm)
at 2 and 4% of MS was assessed using a factorial design
completely random 4x3x2. In all diets, supplementation
with sunflower oil increased the content of linoleic acid
(C18: 2 ¢9, 12), conjugated linoleic acid (CLA-c9t11 ) and
transvaccénico acid (ATV, C18:1 tll) after fermentation
(p<0.0001), decreased by 24 and 0.9% DM digestibility
regarding palm oil (p<0.05) and linseed oil (p>0.05). No oil
affected fermentation kinetics, pH, total of volatile fatty acid
(VFA), VFA ratio or methane production.

Keywords: conjugated linoleic acid, trans vaccenic
acid, ruminal fermentation, dairy cattle under grazing,
silvopastoral system.
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INTRODUCCION

La produccién de leche en Colombia es de gran
importancia para la economia del pais. La politica
para el sector lacteo colombiano busca mejorar la
productividad de este sector, mediante el desarrollo
de ventajas competitivas (CONPES, 2010). Razén por
la cual, se busca el aumento de la oferta de productos
lacteos funcionales y la producciéon amigable con el
ambiente y socialmente responsable (CNL, 2010).

Como alimentos funcionales se consideran
aquellos alimentos y/o componentes de este que
poseen propiedades adicionales sobre la salud, que
superen el beneficio cldsico de un aporte de nutrientes
(Milner, 1999). Los 4cidos grasos insaturados como
el d4cido linoleico conjugado C18:2 c9tl1 (ALC-
c9tll) o ruménico, el acido transvaccénico C18:1
tll (ATV) y algunos 4cidos grasos de cadena larga
(AGCL) n-3 de la leche bovina, se relacionan con
beneficios para la salud humana (Harris, 2008). El
interés que ha suscitado el ALC-c9t11 proviene de sus
potenciales beneficios, observados experimentalmente
sobre todo en modelos animales, como agente
antiarteriosclerdtico, antiinflamatorio, antidiabético y
sobre todo, anti carcinogénico (inhibe la mutagénesis),
asi como potenciador del sistema inmune (Belury,
2002; Khanal, 2004; Pariza, 2004; Weiss et al., 2004a,
2004b; Shingfield et al., 2008). De acuerdo con lo
anterior, ALC-c9tll puede tener varios beneficios
potenciales en los seres humanos.

En la leche bovina ALC y ATV resultan del
consumo de 4cidos grasos (AG) insaturados y de la
extension de la biohidrogenacion ruminal (BHR);
mientras que los AG n-3 provienen de la dieta, su
presencia en la leche depende de su capacidad para
escapar a la biohidrogenacién ruminal (Chilliard et
al., 2003; Palmquist, 2007). La magnitud de las
cantidades presentes en la leche estd determinada,
principalmente, por factores dietarios (Palmquist et al.,
2005). Se estima que mas del 74% de ALC-c9t11 en la
grasa de la leche se sintetiza en la glandula mamaria,
mediante la actividad de la enzima delta-9 desaturasa,
a partir de ATV (Bichi et al., 2012); por lo tanto, es
necesario aumentar el flujo de ATV desde el rumen
para aumentar el contenido de ALC-c9t11 en la leche.

Uno de los mayores contaminantes del ambiente
es el metano, gas de efecto invernadero que tiene un
potencial de calentamiento veintitin veces mayor que

el diéxido de carbono (IPCC, 2007). A la produccion
agricola se le atribuye 40% de la produccién de metano
originado en actividades humanas. La produccién
de metano entérica, principalmente de la ganaderia,
constituye la mayor fuente individual y alcanza de
15 a 20% de la produccién global de gases efecto
invernadero de origen antrépico (Lassey et al., 1997;
Moss et al., 2000; Sheehle y Kruger, 2006). La
produccién ruminal de metano constituye una pérdida
de eficiencia nutricional que alcanza de 6 a 8%
de la energia bruta consumida, pero puede incluso
llegar hasta 12% de la misma (Johnson y Johnson,
1995). Razoén por la cual, la bisqueda de tecnologias
que permitan reducir la produccién de metano en
condiciones comerciales es tema de estudio.

En Colombia, el 45% de la leche se produce
en lecheria especializada y el 55% bajo el sistema
doble propésito (CONPES, 2010); en su expresion
tradicional se manejan bajo pastoreo con una base
forrajera de solo gramineas, sin o con suplementacién
de alimentos concentrados, con el fin de cubrir los
requerimientos nutricionales de las vacas. No obstante,
otros productores utilizan pastoreo en sistemas con
una base forrajera silvopastoril, que permite aumentar
la oferta de forraje, en particular durante el periodo
seco, mejorar la calidad de la dieta a lo largo del afio, la
conservacion y el reciclaje de nutrientes (Murgueitio,
1999; Pagiola et al., 2005, 2007). Hay evidencia
de que metabolitos secundarios, como los taninos,
presentes en plantas forrajeras no gramineas, pueden
afectar la biohidrogenacién ruminal (Khiaosa-Ard et
al., 2009) y la produccién de metano (Jayanegara et
al.,2011; Tan et al., 2011).

La suplementacion con lipidos permite aumentar
ALC-c9tll y reducir la producciéon de metano.
La suplementacién con aceites de origen vegetal
sugiere que aquellos con contenidos mds altos de
dcidos linoleico y linolénico (como los procedentes
de semillas de soja, algodoén, girasol, lino, cartamo
y colza), son los mds idéneos para aumentar el
ALC-c9t11 en leche (Stanton et al., 2003; Khanal y
Olson, 2004), este efecto es lineal ante el agregado
de cantidades crecientes de aceite a la racién (hasta
3-4% de 1a MS) (Chilliard et al., 2007). Ademas, se ha
comprobado que aquellos mds ricos en dcido linoleico
(girasol, soja) son los mds efectivos (Kelly et al.,
1998; Dhiman et al., 2000; Lock y Garnsworthy, 2002;
Collomb et al., 2004; Hervas et al., 2006; Shingfield et
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al., 2006), aunque la respuesta puede variar de acuerdo
a la relacion forraje:concentrado (Bauman y Griinari,
2001) y a la presencia de taninos (Vasta et al., 2009;
Minieri et al., 2014). Asi mismo, la suplementacion
con lipidos reduce la emisién de metano, a través de
diferentes mecanismos que incluyen la disminucién
de la cantidad de materia orgédnica fermentada en el
rumen, disminuciéon de la actividad de las bacterias
metanogénicas y del nlimero de protozoos, y mayor uso
de hidrégeno durante el proceso de biohidrogenacién
(Johnson y Johnson, 1995; Beauchemin et al., 2009).
La respuesta inhibitoria de las grasas en la produccién
de metano depende de la concentracion, el tipo,
la composicion de 4cidos grasos de las grasas y la
composicién nutricional de las dietas (Machmiiller,
2006; Beauchemin et al., 2008).

El desarrollo de estrategias de suplementacion
en la ganaderfa colombiana con 4dcidos grasos poli-
insaturados que permitan aumentar los dcidos grasos
benéficos en la leche y disminuir la emisién de
metano, exige un previo conocimiento del efecto de
diferentes fuentes de dcidos grasos poliinsaturados
bajo condiciones de alimentacion especificas del pafs;
estas fuentes varfan de acuerdo con el sistema de
produccidén y a los procesos de fermentacion ruminal
que se generan en cada uno de los animales, condiciones
que deben ser consideradas para seleccionar la mejor
opciodn, para posteriormente evaluarla en campo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
la adicién de aceites vegetales en dietas representativas
de vacas lecheras bajo pastoreo, sobre los dcidos grasos,
fermentacion ruminal y produccién de metano in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Este trabajo fue desarrollado en el laboratorio
NUTRILAB-GRICA, perteneciente a la Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia, durante el mes de agosto del 2013.
Disefio experimental

El estudio se realizd mediante la técnica de

produccién de gas in vitro (Menke y Steingass,
1988; Theodorou et al., 1994), utilizando un disefio
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completamente al azar con arreglo factorial de
tratamientos 4x3x2 (cuatro dietas x tres aceites x dos
niveles de inclusion de aceite). Se evaluaron cuatro
dietas representativas de ganaderfas de los sistemas
lecheria tropical (LT) y doble propésito (DP), que
pastorean en solo gramineas de estrella (Cynodon
plectostachyus)y en sistemas silvopastoriles intensivos

(SSPi) en estrella (Cynodon plectostachyus) o guinea

(Megathyrsus maximus cv. Tanzania) con leucaena

(Leucaena leucocephala), que fueron identificadas en

un estudio previo de caracterizacion (Prieto-Manrique,

2015). Las dietas se definieron de la siguiente forma:

1. Pasto estrella 65% + concentrado 35%. Esta dieta
corresponde a la utilizada en sistemas de lecheria
tropical con monocultivo de pasto estrella y en
adelante se llamard lecheria tropical (LT).

2. Pasto estrella 59% + leucaena 15% + concentrado
26%. Esta dieta corresponde a la utilizada
en sistemas de lecherfa tropical con sistema
silvopastoril intensivo y en adelante se llamard
lecheria tropical SSPi (LTSSPi).

3. Pasto estrella 80% + concentrado 20%. Esta
dieta corresponde a la utilizada en sistemas doble
propdsito con monocultivo de pasto estrella y en
adeante se llamard doble propdsito (DP).

4. Pasto guinea 84% + leucaena 16%. Esta dieta
corresponde a la utilizada en sistemas doble
propdsito con sistema silvopastoril intensivo
y en adelante se llamard doble propdsito
SSPi (DPSSPi).

A las dietas se les adicionaron tres aceites
comerciales: palma, girasol y lino (Cuadro 1),
utilizando dos niveles correspondientes al 2 (10 mg de
aceite/500 mg de sustrato) y 4% (20 mg de aceite/500
mg de sustrato) de la dieta en base seca.

Las muestras de forraje (pasto estrella, pasto
guinea y leucaena) y de concentrado empleadas
provenian de una sola finca representativa, manejada
bajo sistema silvopastoril intensivo. Los forrajes tenfan
una edad de rebrote de cuarenta dias y su cosecha se
realizé durante la época de lluvias, simulando el
pastoreo y ramoneo que realizan los animales, con
base en estudios de comportamiento previos realizados
en estos sistemas (Mahecha et al., 2000). Los forrajes
se colocaron en estufa a 60 °C durante 48 h y luego
fueron molidos, al igual que el concentrado, utilizando
una criba de 1 mm.
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Cuadro 1.  Acidos grasos de los aceites utilizados en la evaluacion
in vitro. Medellin, Colombia. Agosto, 2013.

Fatty acids of the oils used in the in vitro evaluation.
Medellin, Colombia. August, 2013.

Table 1.

Acido graso Aceite de Aceite de Aceite de
girasol lino palma
2 AG/100g AG totales
C16:0 7,66 6,50 46,57
C17:1¢cl0 1,80 0,04 2,78
C18:0 422 3,56 433
Cl18:1¢9 2823 2148 34,69
Cl18:2¢9,12 55,95 18,66 9,58
C18:3¢9,12,15 0,22 48,78 0,24

Composicion quimica y perfil de acidos grasos de
los tratamientos

Se tom6 una muestra de cada tratamiento (mezcla
de dieta mds aceite), para determinar la composicién
quimica y el perfil de 4cidos grasos (Cuadros 2 y
3). La composicién quimica se realizé6 mediante las
técnicas analiticas convencionales de la AOAC (1999)
(materia seca método ID 934.01, cenizas método ID
94205, proteina bruta método ID 984.13, grasa y fibra
detergente dcido método ID 973.18) y los descritos
por Van Soest et al. (1991) para los andlisis de fibra
detergente neutro y fibra detergente acido.

El perfil de 4cidos grasos de los aceites (Cuadro
1) y de los tratamientos (Cuadros 2 y 3), se obtuvo
mediante el método de cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, siguiendo la
metodologia propuesta por Tequin-Ocampo (2014),
tanto para la extraccion-derivatizacion como para el
andlisis cromatogréafico en si mismo. Se utiliz6 un
cromatégrafo de gases acoplado a espectrometro de
masas, con automuestreador.

Las condiciones cromatograficas fueron las
siguientes: 1) fase mdvil: gas transportador helio, flujo
de columna 1 ml/min, velocidad lineal 26 cm/seg; 2)
inyector: temperatura 220 °C, volumen 0,2 ul, modo
Splitless; 3) columna: modelo CP — Sil — 88, longitud
100 m, didmetro interno 0,25 mm, espesor de la
pelicula 0,2 ul; 4) rampa de temperatura: temperatura
150 °C, tiempo de calentamiento tres minutos, rata

15 °C/min; 5) detector: temperatura 250 °C, flujo de
N2 10 ml/min.

Los dcidos grasos fueron separados e identificados
por comparacién de los tiempos de retencidn con sus
respectivos estdndares y por comparacién de la librerfa
del equipo; se cuantificaron utilizando la curva de
calibracion de los estandares de ALC y sus isomeros,
de ATV y los demds écidos grasos. Se utiliz6 como
estandar interno 4cido nonadecanoico (C19:0). El
porcentaje de cada AG fue calculado a partir de su
concentraciéon (ppm), determinada por cromatografia
(Tequin-Ocampo, 2014).

Adicionalmente, se tomd una muestra de leucaena
para la determinacion de taninos, realizada de acuerdo
con Makkar (2003). Con base en esta informacién y
con la proporcidn de leucaena presente en las dietas de
los sistemas silvopastoriles, se estim¢ la concentracién
de taninos (Cuadros 2 y 3).

Preparacion del medio

La solucién tampon se preparé un dia antes del
inicio del ensayo, de acuerdo con las recomendaciones
de McDougall (1948).

Colecta del inéculo

En cada tratamiento se usaron tres indculos,
procedentes de tres novillos que consumian pastos
Cynodon plectostachyus, Panicum mdximum,
Brachiaria mutica y Dichantium aristatum Benth. La
colecta del liquido ruminal se hizo inmediatamente
después del sacrificio, se filtr6 en pafios de algodén
y se almacend en termos precalentados con agua a
40 °C. En el laboratorio, el liquido ruminal de cada
animal se filtr6 nuevamente y fue transferido a tres
erlenmeyer (uno por cada animal), los cuales fueron
saturados con CO2 y mantenidos en estufa a 39 °C,
durante el tiempo que demord la inoculacién.

Determinacion de la cinética de fermentacion y la
degradacion in vitro de la materia seca

La cinética de fermentacion se determiné mediante
la técnica de produccién de gas in vitro (Menke y
Steingass, 1988; Theodorou et al., 1994), modificada
por Posada et al. (2006). Se usaron botellas de 100 ml
de capacidad, en las que se coloc6 0,5 g de sustrato

Agron. Mesoam. 28(1):1-18.2017 ISSN 2215-3608
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Cuadro 2. Composicién nutricional y perfil de dcidos grasos de las dietas representativas de los sistemas lecherfa tropical, con
adicién de diferentes aceites a nivel del 2% y 4% de la MS utilizadas en la evaluacion in vitro antes de la incubacion

por veinticuatro horas. Medellin, Colombia. Agosto, 2013.

Table 2. Nutritional composition and fatty acid profile of the representative diets of tropical dairy systems with different oil
addition to level of 2% and 4% of the DM used in the in vitro evaluation before incubation for twenty four hours.

Medellin, Colombia. August, 2013.

Dieta/Sistema Lecheria tropical Lecheria tropical SSPi
Estrella 65% + concentrado 35% Estrella 59% + leucaena 15% +
concentrado 26 %

Aceite Girasol Lino Palma Girasol Lino Palma

Nivel 2% 4% 2% 4% 2% 4% 2% 4% 2% 4% 2% 4%
% grasa 57 7.6 5,6 64 5,1 7,1 4.7 6,6 4.8 69 49 64
% proteina 122 124 128 12,0 11,8 120 138 12,8 148 14,1 147 138
% FDN 576 556 588 60,7 61,7 577 57,1 560 559 555 56,6 555
% FDA 255 251 258 26,7 268 255 249 243 248 242 251 242
% cenizas 102 100 100 100 98 99 9,6 9,7 94 9,5 94 94
TT g 4cido tanico’kg MS 6,36 636 636 636 636 636
TC mg/500 mg MS 2,0 2,10 2,10 2,10 2,10 2,10
Acidos grasos (AG)
g de AG/100 g de AG totales
C12:0 09 09 10 0,7 09 0.8 09 0,7 0.8 0,6 0.8 0,7
C14:0 09 03 09 0,7 1,1 10 03 0,6 0,7 0,6 10 10
C16:0 239 206 235 19,5 37,0 394 23,1 194 213 18,1 372 402
C18:0 6,5 6,2 6,2 59 63 6,0 63 6,0 55 53 6,1 59
C18:1¢9 222 235 200 204 242 271 21,1 230 182 194 23,6 26,7
C18:1t11 0.8 0,6 0.8 0,6 0.8 04 0,6 0,5 0,6 0,5 0,6 04
C18:2¢9,12 336 374 22,7 207 183 178 335 377 218 206 182 158
C18:3 ¢9,12,15 54 45 192 268 60 40 7.9 65 260 304 75 5,6
Sumatorias
AG saturados 357 317 349 293 48,6 494 345 299 312 27,1 48,1 50,1
AG monoinsaturados 245 255 224 223 265 285 23,1 248 200 210 256 28,1
AG poliinsaturados 399 429 429 484 250 221 426 453 488 518 266 219

SSPi: sistema silvopastoril intensivo, FDN: fibra insoluble en detergente neutro, FDA: fibra insoluble en detergente 4cido, TT:
taninos totales, TC: taninos condensados / SSPi: intensive sylvopastoral system, FDN (NDF): neutral detergent fiber, FDA (ADF):

acid detergent fiber, TT: total tannins, TC: condense tannins.

de fermentacién, 5 ml de liquido ruminal y 45 ml de
medio de cultivo, bajo un flujo de CO,. Las botellas se
cerraron con tapones de caucho y se precintaron con
capsulas de aluminio; luego, las botellas se agitaron
y se colocaron dentro de una estufa de cultivo que se
mantuvo a 39 °C.

Agron. Mesoam. 28(1):1-18.2017 ISSN 2215-3608

Se utilizaron dos frascos/inéculo que contenian
medio de cultivo e in6culo, pero no sustrato, los cuales
fueron usados como blancos para corregir la presion
generada por la utilizacién de CO,y la producida por
la fermentacién de los microorganismos presentes en

el liquido ruminal.
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Cuadro 3. Composicién nutricional y perfil de dcidos grasos de las dietas representativas de los sistemas doble propdsito,
con adicion de diferentes aceites a nivel del 2% y 4% de la MS utilizadas en la evaluacion in vitro antes de la
incubacién por veinticuatro horas. Medellin, Colombia. Agosto, 2013.
Table 3. Nutritional composition and fatty acid profile of the representative diets of dual-purpose systems with different
oil addition to level of 2% and 4% of the DM used in the in vitro evaluation before incubation for twenty four
hours. Medellin, Colombia. August, 2013.
Dieta/Sistema Doble proposito Doble proposito SSPi
Estrella 80% + concentrado 20 % Guinea 84% + leucaena 16 %
Aceite Girasol Lino Palma Girasol Lino Palma
Nivel 2% 4% 2% 4% 2% 4% 2% 4% 2% 4% 2% 4%
% grasa 40 58 41 63 42 59 3,1 49 30 4.8 30 49
% proteina 108 11,2 119 109 116 113 150 152 154 153 152 15,1
% FDN 655 650 655 64,1 645 635 592 523 595 585 59,1 590
% FDA 30,1 290 298 294 296 292 293 26,1 297 295 29,1 294
% cenizas 9,6 96 100 97 9,7 9.8 126 128 11,7 119 118 119
TT g 4cido tanico/kg de MS 6,8 6.8 6,8 6.8 6,8 6,8
TC mg/500 mg MS 22 22 22 22 22 22
Acidos grasos (AG)
g de AG/100 g de AG totales
C12:0 07 04 07 06 07 06 04 03 04 0,2 04 03
C14:0 07 05 07 05 09 09 04 04 04 03 0,7 0,7
C16:0 215 192 214 17,1 368 413 194 174 185 145 404 427
C18:0 54 57 53 49 52 54 42 50 37 39 42 44
C18:1¢9 212 237 18,1 194 239 272 16,5 21,7 134 166 218 265
C18:1 t11 07 05 06 04 05 04 04 0,5
C18:2¢9,12 358 355 205 206 175 150 349 36,7 169 172 114 106
C18:3¢9,12,15 82 56 254 323 68 53 15,7 10,1 398 412 140 9,1
Sumatorias
AG saturados 31,8 294 314 254 463 506 285 26,6 260 210 484 502
AG monoinsaturados 232 288 21,6 210 288 287 198 259 163 19,7 259 296
AG poliinsaturados 45,1 42,1 47,1 5377 250 209 51,7 47,7 57,7 595 263 203

SSPi: sistema silvopastoril intensivo, FDN: fibra insoluble en detergente neutro, FDA: fibra insoluble en detergente acido, TT:
taninos totales, TC: taninos condensados / SSPi: intensive sylvopastoral system, FDN (NDF): neutral detergent fiber, FDA
(ADF): acid detergent fiber, TT: total tannins, TC: condensed tannins.

Al cabo de 2, 4, 6, 8,10,12,15, 24, 30, 36, 48, 72
y 96 h de incubacién, se midié la produccién de gas
a partir del aumento de presién en el espacio de la
cabeza de los viales, utilizando un transductor digital
acoplado a una aguja que se introducia a través de la
tapa de caucho de los frascos. La presion se midi6 en

libras por pulgada cuadrada (PSI). Para transformar
los datos de presion (PSI) (X) en volumen de gas (ml)
(Y), se utiliz6 la ecuacion Y= -0,1375 + (5,1385*X) +
(0,0777*X?) propuesta por Posada et al. (2006).

Al finalizar la incubacidn, el contenido de las
botellas se filtr6 usando crisoles (poro numero 1)
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de peso conocido, se utiliz6 una bomba de vacio. El
residuo recuperado se secé en horno (65 °C por 48 h),
luego se pesd y se usé para calcular por gravimetria
la degradabilidad de la MS a 96 h (Garcia-Gonzalez
et al., 2008).

Para establecer la relacién entre la cantidad
de sustrato degradado (mg) y el volumen de gas
producido (ml) se calculd6 el factor de particién (FP),
que es considerado como un factor de eficiencia
microbiana (Duque et al., 2009).

Determinacién de metano, pH, acidos grasos volatiles
y perfil de acidos grasos (ALC, ATV y AGCL)

Para la determinacién de metano, pH, acidos
grasos voldtiles y perfil de dcidos grasos (ALC, ATV
y AGCL) se utilizaron botellas de fermentacion,
similares a las descritas previamente, preparadas de
manera simultidnea y de la misma forma; sin embargo,
en este caso, la fermentacién solo se adelanté por
un periodo total de veinticuatro horas. Al cabo de
este tiempo, se midi6 el volumen de gas acumulado
en el espacio de cabeza de la botella, utilizando un
transductor digital, y mediante una jeringa se tomod
una muestra de gas presente en la botella y se colocd
dentro de un tubo de ensayo (10 ml) con vacio.
Posteriormente, en esta muestra de gas, se determind
la concentracién de metano mediante cromatografia
de gases; para ello, se tomaron 200 u1 de muestra, los
cuales se inyectaron manualmente, con una jeringa
de 1 ml, en un cromatégrafo de gases equipado con
detector de ionizacién de llama (FID) y una columna
empacada modelo GS-AL/KCI, de 50 m de largo,
0,53 mm de didmetro, con fase mdvil de nitrégeno
al 99,995% de pureza, flujo constante de 1 ml/min y
programacion del horno con isoterma a 80 °C, durante
cinco minutos, seguido de una temperatura postcorrida
de 100 °C durante un minuto. El contenido de metano,
se determind mediante la generacién de una curva de
calibracién obtenida diluyendo un estdndar de metano
de alta pureza (99,99%) con CO,, procedimiento que
se realizé siguiendo los lineamientos de Lopez y
Newbold (2007).

La producciéon de metano (ml) fue calculada a
partir del volumen total de gas (ml) y la concentracién
de metano, esta se expresd por gramo de materia seca
incubada. De acuerdo con el protocolo utilizado, se
incubaron 0,5 g de materia seca.
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Del mismo modo, se hizo determinacién de
la concentraciéon de metano a 48 horas, la muestra
provenia de las botellas que se incubaron por 96 h;
para esto, el gas que produjo cada botella a las 2, 4,
6, 8,10, 12, 15, 24, 30, 36 y 48 h de incubacion, se
colect en la respectiva medicién de produccién de
gas, con una jeringa conectada junto con el transductor
digital a una valvula de tres salidas. La primera salida
fue conectada a una aguja que se insertd en el interior
de la botella incubada, la segunda al transductor de
presion y la tercera a la jeringa plastica que colectaba
el gas. El gas colectado fue acumulado en una bolsa
herméticamente cerrada, utilizando una para cada
botella; posteriormente, se tomé una muestra del gas
presente en esta bolsa y se colocé dentro de un tubo de
ensayo (10 ml) con vacio.

Luego de abrir las botellas incubadas por veinti-
cuatro horas, se midié el pH con pH-metro digital y
se tom6 una muestra de liquido sobrenadante de cada
botella (0,8 ml), para hacer la determinacién de acidos
grasos volatiles (AGV); esta muestra fue congelada in-
mediatamente; posteriormente, se prepard para andlisis
de cromatografia de gases, para esto la muestra fue des-
congelada y agitada, se tomaron 800 ul y se colocaron
en un tubo eppendorf, se adicionaron 500 yl de una
solucioén con 20 g/l de 4cido metafosférico y 4 g/1 de
acido croténico (usado como estandar interno) en dcido
clorhidrico 0,5 N, se tap6 y dejo por dos horas, al cabo
de las cuales se centrifugd a 13 000 rpm durante quince
minutos; seguidamente se tomé 1 ml de sobrenadante
y se colocé en viales de 1,5 ml, los cuales fueron colo-
cados en el automuestreador del cromatdgrafo. Se usé
un cromatdgrafo equipado con detector de ionizacién
de llama, con una columna capilar TR-FFAP de 30 m x
0,53 mm x 1 m. Las condiciones de temperatura fueron
50 °C iniciales en la columna por cinco minutos, 225 °C
por diez minutos con una gradiente de 5 °C por minuto.
El gas portador fue nitrégeno con un flujo de 1 ml/minu-
to; el volumen de inyeccién de 0,4 1 a una temperatura
de 225 °C en modo split 1:50.

La concentracion de AGV (mmol/litro)
fue calculada a partir de la concentracién (ppm)
determinada por cromatografia, y asumiendo una
masa molar de 60,05 g/mol para el 4cido acético,
74,08 g/mol para propiénico, 88,11 g/mol para dcido
butirico e isobutirico y 102,13 g/mol para los acidos
pentanoico e isopentanoico, seguidamente se calculd
la proporcién molar de cada AGV.
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El contenido que quedd en las botellas, se us6 para
el andlisis de AG; para esto, se almacené a -20 °C hasta
el momento de la extraccion de los lipidos y su andlisis
por cromatografia de gases, siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente para AG de los alimentos.

Analisis estadistico

La cinética de produccién de gas fue ajustada al
modelo de France et al. (2000), correspondiente a G =
All'expc(t-L)], donde G (ml/g) es el volumen de gas
acumulado en el tiempo (¢); A (ml/g) es el volumen
de gas correspondiente a la digestion completa del
sustrato (asintota); C (%/hora) es la tasa constante
de produccién de gas y L (horas) es el tiempo de
colonizacion. El ajuste de los datos al modelo y las
estimativas de los pardmetros se realizaron a través de
PROC NLIN de SAS (2004).

El perfil de &cidos grasos (ALC-cOtll, ATV,
AGCL), pardmetros de produccién de gas, FP,
degradabilidad de la MS, produccién de metano, pH
y AGV, se analizaron mediante ANAVA en un disefio
completamente al azar (CAA) con arreglo factorial
de tratamientos 4x3x2 (cuatro dietas x tres aceites
x dos niveles de aceite). El efecto fijo en el modelo
correspondié al tratamiento experimental y el efecto
aleatorio al in6culo ruminal. La diferencia entre
promedios se analiz6 mediante prueba de Tuckey con
nivel de significancia del 5%, utilizando PROC GLM
de SAS (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Composiciéon de los tratamientos

La composicién quimica y dcidos grasos de
la mezcla de los alimentos mds el aceite antes de
la incubacién, indicé que en los tratamientos con
adicién de aceite de girasol, lino o palma, los AG
mds representativos fueron el linoleico, linolénico
y palmitico, respectivamente, en todas las dietas en
evaluacion. No obstante, en los tratamientos con
adicién de aceite de lino, la participacién del dcido
linoleico y palmitico fue alta en dietas que incluian
suplementaciéon con concentrado, especialmente a
nivel del 2% de adicién de aceite (Cuadros 2 y 3).

ALC-c9t11, ATV y otros AGCL en la fermen-
tacion ruminal

La proporcién de AG en la fermentacién ruminal
después de veinticuatro horas de incubacién mostrd
efecto significativo del tipo de aceite (p<0,0001), sobre
el contenido de ALC-c9t11 (C18:2 c9tl1) y ATV (C18:1
t11), siendo el aceite de girasol el que presentd los
mayores porcentajes. No se presentd efecto significativo
de la dieta, ni del nivel de inclusion de aceite (p>0,05)
sobre el contenido de ALC-c9tl11 y ATV (Cuadro 4).

El aumento en la proporcién de ALC-c9tll y ATV
después de veinticuatro horas de fermentacion, con
la suplementacion con aceite de girasol en todas las
dietas evaluadas, estuvo de acuerdo con lo reportado
en estudios in vitro por Jacob et al. (2012), quienes
compararon suplementacién con aceite de girasol
(65,23% de acido linoleico) vs aceite de soja (51,65%
de 4cido linoleico) en dietas para ganado altas en
fibra (relacion forraje:concentrado de 65:35); también
estuvieron de acuerdo con un estudio en el que se
compard el acido oleico vs linoleico (Wu et al., 2013)
y con otro estudio que compard la mezcla de 4cido
linoleico y linolénico en diferentes proporciones en
dieta a base de pasto (Castillo-Vargas, 2012), lo que
confirma que los aceites de origen vegetal ricos en
dcido linoleico (girasol, soja) son los mds efectivos
para aumentar ALC-cOt11 y ATV. La magnitud y los
patrones de biohidrogenacién (BHR) difieren con los
diferentes aceites vegetales suplementados. El primer
paso de la BHR a nivel ruminal de acido linoleico es
la isomerizacion a ALC-c9t11 y la posterior reduccién
a ATV, pero los primeros pasos de la BHR del
linolénico no presentan este comportamiento (Jenkins
et al., 2008; Lee y Jenkins, 2011). Por lo tanto, el
mayor consumo de precursor (4dcido linoleico) y las
diferencias en el proceso de BHR, permiten explicar
la mayor produccién de ALC-c9tll y ATV en los
tratamientos con adicion de aceite de girasol.

Dietas altas en forraje suplementadas con
una pequefia cantidad de aceite de semillas con
alto contenido de AG poliinsaturados produce
principalmente ALC-c9t11 y ATV en la leche de vacas
(Kraft et al., 2003; Cruz-Herndndez et al., 2004; 2006).
Las dietas evaluadas presentaron una proporcion
de pasto entre 65 y 100%; sin embargo, no hubo
diferencias entre dietas (p>0,05) sobre el contenido de
ALC-c9t11 y ATV después de la fermentacion.
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La suplementacién con aceite de girasol aumentd
el contenido de AG linoleico C18:2 ¢9,12 (p<0,0001),
con un mayor valor a nivel de inclusién del 4%
(p<0,02). También aumenté los ALC en mezcla
(p<0,0001) y el AG C22:0 (p<0,0001), mientras que
el ALC t10c12 fue menor que con aceite de lino,
sin efecto de la dieta, ni del nivel de inclusion de
aceite. Asimismo, la suplementacién con aceite de
lino aument6 el contenido de AG linolénico C18:3
¢9,12,15 (p<0,0001), AG C18:2 19,12 (p<0,0001),
ALC c10t12 (p<0,04) y ALC t10c12 (p<0,0001). No
se presento efecto de la dieta, ni del nivel de inclusion
de aceite sobre los AG linolénico, ALC cl0t12 y
ALC t10c12. Diferentes publicaciones (Harvatine y
Bauman, 2006; Gervais et al., 2009) han mostrado
que ALC t10c12 disminuye la grasa de la leche, a
través de una baja regulacién en la transcripcién de
las enzimas y proteinas que participan en la sintesis
de lipidos en la glandula mamaria (Shingfield et al.,
2010; Maxin et al., 2011). Los isémeros trans-10 y
trans-11 son afectados por el 4cido graso adicionado,
mostrando que la produccion de trans-10 fue mayor
con adicién de linoleico, mientras que linolénico fue
principalmente hidrogenado via trans-11 (Zened et al.,
2011). Stoffel et al. (2015) reportaron un coeficiente
positivo para el contenido de d4cido linoleico en
la dieta y C18:1 t10, ALC t10c12 en la leche; no
obstante, en el presente estudio la proporcién de
ALC t10c12 fue mayor para las dietas con adicién de
aceite de lino; en estos tratamientos la participacion
del acido linoleico fue alta, especialmente en dietas
que inclufan suplementacién con concentrado, lo que
puedo implicar cambios en los procesos de la BHR,
debidos al aumento en la cantidad total de 4cidos
linoleico y linolénico presentes en estas dietas.

La suplementacion con aceite de palma aumentd
el contenido de AG palmitico C16:0 (p<0,0001),
de AG miristico C14:0 (p<0,0018), laurico C12:0
(p<0,0001) y presenté el menor valor en los ALC
evaluados, con respecto a aceite de girasol y lino.
Dietas bajas en grasa (1,2%) con adicién de aceite
de palma (1,7% en base a MS), aumentaron los AG
menores a C16:0 en la leche, y decrecieron el total de
AG C18 comparado con adicion de la misma cantidad
de aceite rico en AG linoleico (Stoffel et al., 2015).
La inclusién de grasas saturadas de origen animal en
dietas para humanos puede incrementar el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Joyce et al., 2009).
Se ha demostrado que la suplementacion con aceites

10

vegetales ricos en AG poliinsaturados no solo permite
aumentar los niveles de ALC-c9tl11, sino que también
aumenta ATV, AG insaturados (moni y poliinsaturados)
y disminuye los AG saturados (Boerman y Lock 2014,
Saliba et al., 2014; Vargas-Bello-Pérez et al., 2015),
con un impacto alto en la composicion de la grasa y
su efecto sobre la salud humana. Lo anterior estd de
acuerdo con el presente trabajo, donde la adicién de
aceite de girasol y lino disminuyé C12:0, C14:.0 y
C16:0 con respecto a aceite de palma, y aumentd el
total de AG C18 mono y poliinsaturados.

El AG oleico CI18:1 c9, fue colectado por el
tipo de aceite (p<0,0488) y el nivel de inclusién
(p<0,0218), este fue menor cuando se suplementé con
aceite de lino y mayor con un nivel del 4%. La menor
proporciéon de acido oleico en los tratamientos con
adicién de aceite de lino después de la incubacidn,
podria estar asociado a que estos tratamientos, antes de
la incubacién, presentaron la menor proporcion de este
dcido graso con respecto a los tratamientos con adicién
de aceite de girasol o palma; la mayor proporcién de
oleico con un nivel del 4%, puede estar relacionada con
la mayor concentracion de grasa a este nivel, y a la alta
proporcién de este dcido graso en los aceites de girasol
y palma.

El AG estedrico C18:0 fue similar entre dietas,
fuente de aceite y nivel de inclusién (p>0,05). Por
lo tanto, la suplementacion con aceites vegetales, la
dieta y el nivel de inclusién de aceite, no afectaron la
biohidrogenacién completa; esta ultima se llevé a cabo
en todos los tratamientos, alcanzandose valores de
estedrico similares. Un nivel de aceite de girasol o soja
al 6% de la MS redujo el AG estedrico con respecto a
un nivel del 4,5%, posiblemente por una inhibicién
en la biohidrogenacién con nivel del 6% (Jacob et al.,
2012). En este estudio con nivel de 2 'y 4% no se afectd
la biohidrogenacién completa.

No hubo efecto de las interacciones entre dieta,
fuente de aceite y nivel de aceite (p>0,05) sobre los
AG evaluados. Lo anterior muestra una respuesta
independiente y clara de las diferentes fuentes de
aceite y el nivel de inclusion sobre los AG evaluados.

Parametros de fermentacion, degradabilidad y
produccion de metano

La cinética de la fermentacién, el pH, el total

de AGV y la proporcién molar de AGV no se vieron
afectados por la fuente de aceite, ni el nivel de aceite
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(p>0,05), pero si por la dieta (p<0,0001) (Cuadros 5
y 6). La dieta que incluia estrella 80% + concentrado
20%, presenté la mayor produccién de gas (A)
(p<0,0017). La dieta que incluia la mayor proporcién
de concentrado (estrella 65% + concentrado 35%)
presenté una tasa mayor de produccién de gas (c)
(p<0,0001), y la dieta de solo forraje que no incluia
concentrado (guinea 84% + leucaena 16%), presentd
el mayor tiempo de colonizaciéon (L) (p<0,0001).
El total de AGV fue mayor para la dieta con mayor
concentrado y menor para la dieta de solo forraje
(p<0,0001). Igualmente, esta dltima presenté menor
proporcién de los 4dcidos propidénico, butirico,
y mayor proporciéon de 4cido acético y relacion
acético: propidnico que la primera (p<0,0001). Estos
resultados estdn de acuerdo con los hallados por Jacob
et al. (2012), quienes no encontraron efecto sobre
pH, total de AGV, proporcién de acético, propidnico,
butirico y relacién acético:propidnico, al suplementar
con aceite de girasol o de soya a nivel del 4,5% de
la MS, en dietas para ganado altas en fibra (relacién
forraje:concentrado 65:35), pero si se presenté un
efecto significativo sobre estos pardmetros con nivel
del 6% de la MS. Similares resultados se obtuvieron en
un estudio en el que se suplementd con aceite de lino a
nivel de 2,3 0 4% de la MS, con una racién totalmente
mezclada, con relacién forraje:concentrado 50:50,
donde no se encontré efecto sobre pH, concentracién
total de AGV, ni sobre el niimero total de protozoos
(Benchaar et al., 2012). Sin embargo, Broudiscou
et al. (1994), reportaron un decrecimiento en la
concentracién total de AGV en ovejas suplementadas
con 6% de aceite de lino, en dietas con relacion
forraje:concentrado 55:45. En general, se asume que
la suplementacién de grasas no protegidas y altamente
insaturadas en dietas de rumiantes, disminuye la
proporcién de acetato y la relacion acetato: propionato
en el rumen, con un efecto antimicrobiano de los
aceites ricos en dcidos grasos poliinsaturados como
una probable explicacion de este fendmeno (Jenkins
y Jenny, 1992). No obstante, el tipo y fuente de aceite
y la relacién forraje:concentrado de la dieta basal, son
los factores que determinan mayormente el efecto de
la suplementacion con lipidos sobre la fermentacion
ruminal (Toral et al., 2009). Las dietas utilizadas en el
presente estudio presentaron una alta participacion de
forraje, lo que pudo favorecer la fermentacion ruminal.

El porcentaje de degradabilidad de la MS
fue afectado por la dieta, la fuente de aceite y
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su nivel de inclusiéon. La dieta de solo forraje de
guinea 84% y leucaena 16%, fue la que presentd la
menor degradabilidad (64,8% vs 69,3; 69,7; 69,1)
(p<0,0001). La suplementacién con aceite de palma
fue diferente, presentando la mayor degradabilidad
(69%) (p<0,0036). Los aceites de girasol y lino
disminuyeron la degradabilidad en 23% y 1,5%,
respectivamente, con respecto a palma, siendo
similares entre si. El nivel de aceite del 4% presentd
menor degradabilidad que el de 2% (66,5% vs 69,9%)
(p<0,0001). Asi mismo, el FP, considerado como un
factor de eficiencia microbiana (Duque et al., 2009),
fue afectado por el nivel de inclusién de aceite, este
fue bajo con un nivel de inclusién de aceite de 4%
(p<0,0415). Un aspecto importante a tener en cuenta
en la alimentacién de los animales rumiantes es que,
debido al efecto inhibidor de los lipidos sobre el
metabolismo microbiano, un aporte de alimentos con
elevados contenidos en grasa puede provocar una
inhibicién de la fermentacién ruminal, disminuyendo
significativamente la digestibilidad y el consumo de
alimento (Harfoot y Hazlewood, 1997). Generalmente,
se recomienda que la grasa total no exceda del 6-7%
de la MS de la dieta, de otra forma puede ocurrir una
depresion en el consumo de alimento (NRC, 2001).
En este estudio, ocho de las doce dietas con adicién
de aceite al 4%, estuvieron entre 6,40 y 7,62% de
grasa, lo que pudo llevar a este resultado, y aunque se
presentd una disminucién en la degradabilidad con los
aceites insaturados y a nivel del 4%, esta se mantuvo
por encima de 66,4%.

No hubo efecto (p>0,05) de la dieta, fuente
de aceite, ni nivel de inclusién de aceite, sobre la
produccién de metano. Los aceites ricos en dcidos
grasos de cadena media reducen la produccién de
metano (Machmiiller, 2006), los acidos laurico C12:0
y miristico C14:0 han sido los mds eficaces (Dohme et
al., 2001; Soliva et al., 2003; Panyakaew et al., 2013).
Igualmente, los 4cidos grasos poliinsaturados de la
dieta constituyen una de las alternativas dietarias mas
prometedoras para deprimir la metanogénesis (Martin
et al.,2006; 2010; Cieslak et al., 2013; Patra, 2013; Wu
etal.,2013). Aunque la cantidad de hidrégeno utilizado
en el proceso de biohidrogenacion es pequeia (1%), en
comparacién con la cantidad de hidrégeno utilizada
para reducir el diéxido de carbono para producir
metano (48%; Czerkawski, 1986), la reduccidén de
metano in vitro, inducida por la adicién de grasa a
la dieta, puede alcanzar hasta un 50% (Machmiiller
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Cuadro 6. Concentracién y proporcién de dcidos grasos voldtiles (AGV) producto de la fermentacién in vitro de las dietas con
adicion de diferentes aceites a nivel del 2% y 4% de la MS. Medellin, Colombia. Agosto, 2013.

Table 6. Concentration and ratio of volatile fatty acids (VFA) produced by in vitro fermentation of diets with different oil addition
to level of 2% and 4% of the DM. Medellin, Colombia. August, 2013.
Dieta Aceite Nivel p<0,05

LT LTSSPi DP DPSSPi Gira- Lino Palma 2% 4% Dieta Acei- Ni- DxA DxN AxN DxAx
Parametro sol te vel N
pH 6,78b 6,78b 6,80b  6.85a 681 6,79 681 6,80 681 <0,0001 ns ns ns ns ns ns
Total AGV
(mmol/l) 29,66a 28,75ab 28,55b 26,77¢ 28,14 2836 28,71 28,77 28,14 <0000l ns ns ns ns ns ns

Proporcién molar (% molar)

61,84c 6289 62,76 66042 6326 6335
Propiénico% 29,18a 28,79ab 28,58b 26,58c 2835 2843
Butirico% 897a 830b 8,70ab  7,36¢ 8,38 8,20

Acético%

Acético:
propidnico 2,12¢ 2,18 2,19 248a 223 223

2,26 225 224

6349 6345 6328 <0,0001 ns ns ns ns ns ns
28,07 2822 2834 <0,0001 ns ns ns ns ns ns
842 831 8,36

<0,0001 ns ns ns ns ns ns

<0,0001 ns ns ns ns ns ns

LTSSPi: estrella 59% + leucaena 15% + concentrado 26%; LT: estrella 65% + concentrado 35%; DP: estrella 80% + concentrado20%:;
DPSSPi: guinea 84% + leucaena 16%; D: dieta, A: aceite, N: nivel / LTSSPi: estrella 59% + leucaena 15% + concentrate 26%; LT:
estrella 65% + concentrate 35%; DP: estrella 80% + concentrate 20%; DPSSPi: guinea 84% + leucaena 16%; D: diet, A: oil, N: level.
Valores con letras diferentes en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos (p<0,05) / Values with different letters in

the same row differ significantly between treatments (p<0.05).

et al., 1998), y se ha observado que esta asociada en
gran parte a la disminucién de protozoarios (Cieslak et
al., 2006). Los metandgenos dependen de la actividad
metabdlica de los protozoos (Janssen, 2010). Asi, el
efecto supresor sobre produccién de metano de C18:2
y C18:3, puede ser debido a un efecto téxico indirecto
sobre los metandgenos del rumen.

En el presente estudio, la suplementacién con
diferentes aceites vegetales y el nivel de inclusion
de aceite no afectaron produccion de metano. La no
diferencia entre aceites utilizados concuerda con lo
reportado por Beauchemin et al. (2009) y Jalc et al.
(2007), quienes encontraron un efecto similar sobre la
produccién de metano ruminal con los dcidos grasos
C18: linoleico y linolénico. Sin embargo, es contraria
a diversos estudios in vitro que si han encontrado
diferencias. Un estudio in vitro que evalud el aceite
de coco en dosis de 80 o 120 mg de C12:0+C14:0
/100 ml de fluido de incubacién, con y sin adicién
de 20 mg de una mezcla de aceite de girasol y lino
(GL), redujo la producciéon de metano en 12,7 y
14,5% para la dosis de 80 y 120 mg sin adicién de
GL y en 31 y 28% para la dosis de 80 y 120 mg con
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adiciéon de GL (Panyakaew et al., 2013). Wu et al.
(2013), adicionando 50 mg/500 mg de sustrato de
acido oleico o linoleico, disminuyeron la produccién
de metano con ambos aceites. Cieslak et al. (2013)
evaluaron la adicién de 50 g/kg de MS de aceite de
uva (69,6% de 4cido linoleico) o aceite de grosella
negra (58,6% de acido linoleico), y encontraron que
la adicién de los aceites no afect6 la fermentacion y se
presentd una disminucién en la produccién de metano
en 21 y 23% a las veinticuatro horas de fermentacién
para los tratamientos con aceite de uva y grosella,
respectivamente. De otra parte, en un estudio donde se
evaluo el 4cido estearidonico (C18:4n3), anivelesde 1,
5,20y 50 mg/1 de medio de incubacién, no se encontrd
efecto de la adicién de aceite sobre la produccién de
metano, concluyendo que se necesitan altos niveles
de 4cido estearidénico no esterificado para mitigar
metano (Amaro et al.,2012). En el presente estudio, la
cantidad de aceite adicionada fue de 10 mg/500 mg de
sustrato o 20 mg/500 mg de sustrato para el nivel de
2% o 4% de inclusion de aceite respectivamente, que
corresponde con 20 o 40 g de aceite/kg de MS y con
5,59 0 11,19 mg de acido linoleico/500 mg de sustrato
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para el nivel de 2% o 4%, respectivamente, cuando se
adiciono aceite de girasol (55,95% de acido linoleico),
cantidades inferiores a las utilizadas en los trabajos
de Cieslak et al. (2013) de 50 g de aceite/kg de MS y
de Wu et al. (2013), de 50 mg de acido linoleico/500
mg de sustrato, lo que sugiere que la cantidad de
aceite utilizada en este estudio no fue suficiente para
disminuir metano.

No hubo efecto de las interacciones entre dieta,
fuente de aceite y nivel de aceite (p>0,05), sobre las
variables evaluadas.

La utilizacién de leucaena en el presente trabajo se
hizo incorporando la cantidad de forraje representativo
de dietas observadas en los animales en condiciones
de campo (Prieto-Manrique, 2015). Las dietas de los
sistemas silvopastoriles no fueron diferentes a las
dietas de gramineas solas en cuanto a la concentracién
de ALC-c9t11, ATV, estedrico o produccién de metano,
indicando que los taninos presentes en la leucaena no
redujeron la BHR (biohidrogenacién) o la produccién
de metano. Situacién que pudo deberse a la baja
concentracién de taninos en las dietas evaluadas. En
la dieta de la finca del sistema lecherfa tropical SSPi
(LTSSPi), la inclusion de leucaena fue de 15% y en
la finca del sistema doble propdsito SSPi (DPSSPi)
fue del 16%. La leucaena utilizada en el presente
estudio, contenia 4,24% de taninos totales (% de
dcido tdnico), lo que corresponde a 6,36 y 6,78 g de
dcido tanico/kg de MS o0 0,63% y 0,67% de la MS,
para las fincas LTSSPi y DPSSPi, respectivamente.
Igualmente, en el presente estudio las dietas de
los sistemas LTSSPi y DPSSPi contenfan 2,10 y
224 mg de TC (taninos condensados)/500 mg de
MS, respectivamente, que corresponden a 042% y
045% de la dieta, respectivamente. En estudios in
vitro se reportdé una disminucién en la BHR de los
dcidos linoleico y linolénico utilizando taninos de
Quebracho, 22,3 g de 4cido tanico/kg de MS, cantidad
superior a la utilizada en el presente estudio (Minieri
et al., 2014). Asimismo, Khiaosa-Ard et al. (2009)
reportaron una inhibicién del paso final de la BHR
del 4cido linolénico, utilizando 7,9% de la MS de
taninos condensados (TC), proporcién superior a la
utilizada en el presente estudio. Una reduccién en
la produccién de metano fue mostrada por Tan et al.
(2011), con inclusién de 10 mg de TC/500 mg de MS;
sin embargo, se ha demostrado que la produccién de
metano no disminuy6 cuando 02% y 1,8% de taninos
condensados fueron incorporados en la dieta (Sliwifski
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et al., 2002; Beauchemin et al., 2007). Por lo tanto, el
bajo nivel de taninos utilizado en este estudio, pudo no
haber afectado la produccién de metano.

Es posible que el bajo nivel de aceite y de
taninos empleado en las dietas en evaluaciéon no
haya afectado protozoos y metandgenos del rumen,
asi como tampoco se afect el buen funcionamiento
ruminal. No obstante, aunque no se logré disminuir la
produccién de metano, cuando se busca seleccionar el
aceite y nivel de inclusion que presente mejor ALC-c9
tll, ATV y AGCL mediante niveles practicamente
factibles de suplementacion con aceite, el aceite de
girasol a nivel del 2 y 4% puede ser una estrategia
a evaluar bajo condiciones de campo, que permita
aumentar los dcidos grasos benéficos en la leche de
ganaderfas colombianas manejadas con y sin sistemas
silvopastoriles de leucaena con estrella y/o guinea.
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