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Capitulo 4

ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (ALC): FACTORES
DIETARIOS QUE AFECTAN SU CONTENIDO EN LECHE

Carlos Ivin Rojas'; Martha L. Pabon, Quimica, MSc, PhD"*;
' Juan Carulla, MSc, PhD.!

Resumen

El dacido linoléico conjugado (ALC) C18:2 cis-9,trans-11 es el isomero
mds abundante de un grupo de dcidos grasos de 18 carbonos con
enlaces conjugados que se encuentra en la grasa de la leche y tiene
propiedades nutracéuticas (actividad anticancerigena y propiedades
antidiabetogénicas, antiadipogénicas, antiaterogenicas, ademas de
la potencializacion del sistema inmune y la mejora en la mineralizacion
del hueso).

Aungque los primeros estudios indicaban que el ALC lacteo provenia
de la isomerizacion ruminal del dcido linoléico CI18:2 estudios pos-
teriores demostraron que el 90% del ALC se sintetiza en la glandula
mamaria por accion de la delta 9 desaturasa sobre el dcido vaccénico
ruminal C18:1 trans-11 que removiendo dos hidrégenos forma un
doble enlace en el carbono 9. El acido vaccénico se forma en el
rumen a parir del acido linoléico C18:2y del acido linolénico C18:3,
y por lo tanto dietas con altos contenidos de estos compuestos pro-
ducen mayores niveles de ALC. Sin embargo, cuando el pH ruminal
es bajo se disminuye la cantidad de dcido vaccénico e incrementa el
isomero ALC trans-10,cis-12 que disminuye la grasa de la leche e
inhibe la sintesis del ALC cis-9,trans-11.
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Los niveles de ALC en la leche oscilan entre 4 y 14 mg/g de grasa y
dependen de los substratos y del pH ruminal. Se obtienen mayores
niveles de ALC en animales en pastoreo que cuando se alimentan
con TMRs. La adicion de aceites con altos contenidos de dcido
linoléico y dcido linolénico como los aceites de soya, girasol y lino
aumentan los niveles de ALC. La adicion de sebo que contiene dci-
dos grasos saturados no incrementa los niveles de ALC. Los aceites
de pescado han mostrado ser, en cantidades equivalentes, mas efec-
tivos que los aceites vegetales para aumentar los niveles de ALC,
pero disminuyen la cantidad de grasa. Estos contienen altas canti-
dades de dcido eicosapentaenoico (EPA) (C20:5 n-3) y de
docosahexaenoico (DHA) (C22:6 n-3) y aunque no es posible obte-
ner transvaccénico a partir de estos dcidos grasos se ha observado
el incremento del trans-11 en el rumeny en la leche. Se ha propues-
to que el EPA y el DHA, pueden aumentar las concentraciones de
vaceénico por inhibicion del crecimiento de bacterias que hidrogenan
el vaccenico o de sus enzimas reductasas. La suplementacion con
algas marinas (Schizochytrium sp.) (vicas en dcido palmitico, oleico
y linoléico) protegidas y no protegidas, produce niveles altos de
ALC en la leche aunque son mayores con las algas no protegidas.

Conjugated linoleic acid: Dietary factors affecting
its content in milk

Summary

Conjugated linoleic acid (ALC) cis-9,trans-11 is the most abundant
isomer of conjugated linoleic acids of 18 carbons with conjugated
bonds present in milk fat and is as nutraceutic compound. ALC has
being shown to have anticarcinogenic, antidiabetic, antiadipogenic,
antiatherogenic properties. It also enhances immune response and
increases bone mineralization.

ALC was first though to be derived from the ruminal isomerization of
linoleic acid. Later it was demonstrated that 90% of milk ALC is
synthesized endogenously by mammary gland. The substrate for the
enzyme is ruminal vaccenic acid that removing two hydrogens is converted
to ALC by 9 desaturase in the mammary gland. Vaccenic acid is formed
in the rumen from both linoleic and linolenic acid and it has been
demonstrated that diets rich in these compounds increase milk ALC
concentrations. However,k when ruminal pH is low the amount of
vaccenic acid decreases and ALC trans 10 cis 12 increases. This
compound decreases milk fat and inhibits ALC cis 9 trans 11 synthesis.
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The range of milk ALC concentration is from 4 to 14mg/g of fat,
depending on substrates and ruminal pH. Higher ALC levels are
found in milk from cows fed pasture than TMR diets. The addition of
vegetable oils with high contents of linoleic and linolenic acid such
as soybean, sunflower and linseed oil increase ALC levels. Addition of
tallow, which has a high content of saturated fatty acids, does not
increase ALC levels. Fish oils are more effective that vegetable oils in
increasing ALC levels but milk fat content is decreased. Fish oils have
high concentrations of eicosapentaenoic acid (EPA) (C20:5 n-3) and
docosahexaenoic acid (DHA) (C22:6 n-3). Although ruminal vaccenic
acid can not be obtained from EPA and DHA, high levels of vaccenic
acid has been found with the addition of fish oil. It has been proposed
that EPA and DHA may inhibit the growth of bacteria that hydrogenate
vaccenic acid or inhibit their reductases. Supplementation with marine
algae (Schizochytrium sp.), rich in palmitic, oleic and linoleic acids
protected or unprotected results in higher milk ALC levels but they
are higher with the unprotected algae.

Introduccion

La investigacion sobre la calidad de la leche se ha enfocado principalmente a su
componente proteico. La concentracion y composicion de la grasa son un tema
de creciente interés debido a su importancia en el rendimiento quesero y a que
recientemente se han descubierto algunas moléculas con efectos positivos en la
salud (nutracéuticas) en la grasa de la leche.

Una de las pocas sustancias nutracéuticas de origen animal se encuentra en grasa
de leche y derivados lacteos. Esta consiste en una mezcla de isémeros conjugados
de 4cido linoléico de los cuales el cis-9,trans-11 (ALC) es el mas abundante. En
ratas y conejos se ha demostrado que este compuesto es una de las moléculas mas
potentes de la naturaleza con actividad anticancerigena y propiedades
antidiabetogénicas, antiadipogénicas, antiaterogénicas, ademas de la potencializacion
del sistema inmune y la mejora en la mineralizacion del hueso (Pariza y Hargreaves
1985; Belury, 1995; Banni y Martin, 1998). Se ha comprobado que las moléculas
de ALC son efectivas contra el cancer en ensayos in vitro con células tumorales de
seno, colorectales, leucemia, de prostata, y de ovario, provenientes de humanos.
(Scimeca,1999). En Colombia se ha demostrado que puede tener efectos positivos
en mujeres primigravidas con riesgo de preeclampsia (Herrera, 2004).

En este articulo trataremos aspectos generales sobre el isomero cis-9,trans-11 de
acido linoléico conjugado (ALC), su sintesis y los principales factores dietarios
que afectan sus niveles en la grasa de la leche.



94 Bioquimica, nutricién y alimentacién de la vaca

Acido Linoléico conjugado

El ALC es un 4cido graso que se presenta en forma de isdémeros posicionales y
geométricos del 4cido linoléico (C18:2 cis-9, cis-12). A diferencia de los acidos
grasos naturales, los dobles enlaces no estan cada tres carbonos sino cada dos
carbonos ( doble, sencillo, doble). Estos isdmeros se presentan principalmente
en la grasa de los rumiantes aunque otras especies animales, incluyendo al hom-
bre y vegetales también lo contienen en pequefias proporciones. Se han identifi-
cado 20 isémeros de ALC diferentes en las posiciones de los dobles enlaces y
adicionalmente con diferencias en la configuracion de los dobles enlaces como
cis-trans, trans-cis, cis-cis, y trans-trans (Sehat y col. 1998). Se presentan
isomeros de ALC con posiciones de los dobles enlaces en 7-9 10-12 12-14 11-13
y 8-10. En la grasa de la leche bovina predomina el C18:2 cis-9,trans-11 que
representa €l 80-95% del ALC total. (Bauman y Griinari.,2001).

Las concentraciones de ALC que se han encontrado en la grasa de la leche
oscilan entre 2.5 y 7mg/g de grasa (Chin, et al., 1992, Lin, et al., 1995, Banni y
Martin., 1998) bajo sistemas de alimentacion basados en granos pero pueden
llegar a valores que superan los 20 mg/g de grasa en sistemas de pastoreo (Dhiman,
etal., 1999).

Lipidos en los recursos alimenticios

Las fuentes de lipidos en los sistemas de alimentacion son forrajes, cereales, se-
millas de oleaginosas, subproductos, grasas y aceites. La concentracion de lipidos
en los forrajes es de 1-4% y estos estan compuestos principalmente por
galactosilmonoglicéridos, galactosildiglicéridos y fosfolipidos (Tabla 1). En los
forrajes de zonas templadas entre 55-65% del total de 4cidos grasos es é4cido a-
linolénico (C18:3) (Bauchart, et al., 1984), mientras los forrajes de zonas tropica-
les contienen entre 15-40% (Chilliard, ef al., 2001). En las leguminosas los con-
tenidos de 4acido linolénico pueden ser mayores.

El contenido de lipidos en cereales, semillas oleaginosas y grasas es variable,
mas elevado y principalmente en forma de triglicéridos, predominando los é4ci-
dos grasos insaturados oleico (C18:1) y linoléico (C18:2). Los cereales tienen
una concentracién aproximada de lipidos entre 1-4% con un porcentaje de acido
linoléico de 40—-60% del total. Las semillas de oleaginosas contienen entre 15-
40% de lipidos y de este porcentaje el 50-70% es 4cido linoléico (Palmquist,
1988) (Tabla 2).
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Por lotanto los acidos grasos mas abundantes en los alimentos que consumen los
rumiantes son el acido linoléico, el acido linolénico, y en menores proporciones

el oléico.

Tabla 1- Composicion de los lipidos de diferentes forrajes (%)

Planta FC FG FE MGDG DGDG
Medicago sativa® 4.6 4.2 5.4 53.5 32.3
Trifolium repens® 4.5 4.1 5.2 46.7 31.2
T. repens (juvenil)® 16.4 1:1.5 13.1 45.9 13.1
T. repens (adulto)® 3.2 4.5 2.3 67.5 22.5
Lolium perenne? 8.0 k1 6.2 42.1 32.6
Paspalum sp.? 5.6 3.443 54.232.5

Zea mais® =i | 7.43.8 48.135.7

FC=Fosfatidilcolina; FG=Fosfatidilglicerol; FE=Fosfatidiletanolamina;

MGDG=monogalactosildiglicérido; DGDG=digalactosildiglicérido

2 Porcentaje calculado en base peso (Roughan y Batt 1969)

b Porcentaje calculado en base molar (Trémolieres 1970)

Tabla 2. Composicion de acidos grasos de algunos recursos expresado como
porcentaje del total de acidos grasos.

14:0 16:0. 16:1..;. 18:0 18:1 18:2 18:3
Oleginosas®

Algodén 0.8 25.3 2.8 171 53.2 0.1
Soya 0.2 10.7 0.3 3.9 22.8 50.8 8.2
Girasol 0.1 55 —— 36 21.7. 68.5 0.1

Cereales®
Maiz 0.1 163 —— 2.6 30.9 47.8 2.3
Avena 0.1 221 10 1:3 38.1 34.9 2.1
Trigo 0.1 20.0 0.7 13 175 55.8 4.5

Forrajes
Rye grass® 0.2 1.9 1.7 1 1222 14.6 68.2
Trébol Blanco* 1.1 6.5 2.5 0.5 6.6 18.5 60.7
Alfalfa® 0.5 20 0.5 0.5 0.5 7 95:0

3Palmquist 1988, ® Medeiros 2000
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Transformaciones de los lipidos en el rumen

Lipolisis. Por efecto de la masticacion, los lipidos de los recursos alimenticios
quedan expuestos en el rumen, donde se inicia un proceso de lipdlisis por la ac-
cién de las lipasas microbiales. La lipolisis es la hidrolisis de los enlaces éster
entre el glicerol y los acidos grasos y del enlace éter de la galactosa. La
Anaerovibrio lipolytica es la especie mas conocida con actividad de lipasas
extracelulares, que hidrolizan los galactosilglicéridos, y fosfolipidos a acidos
grasos libres, galactosa y glicerol y los fosfolipidos a dcidos grasos libres, fosfato
y glicerol con una pequefia acumulacién de mono y/o diglicéridos. El glicerol es
fermentado rapidamente, produciendo acido propiénico como producto final y
la galactosa se convierte en acidos grasos volétiles. Aunque hay muchas espe-
cies involucradas en el proceso de lipolisis como es el caso de Butyrivibrio
fribrisolvens, solo unas pocas especies pueden hidrolizar triglicéridos con acidos
grasos de cadena larga (Jenkins, 1993).

Se ha demostrado que la velocidad de la lipdlisis ruminal aumenta al aumentar el
grado de insaturacion de los acidos grasos aunque esto no se cumple para el
aceite de pescado a pesar de ser insaturado. Por lo tanto los aceites son
hidrolizados mas rapidamente que el sebo (Hobson y Stewart., 1997).

La actividad lipolitica estd determinada por el ecosistema ruminal, y ésta se
puede ver influenciada por factores dietarios como el estado de madurez del
forraje, el contenido de nitrogeno y el tamafio de las particulas alimenticias en
el rumen.

Luego del proceso de lip6lisis ocurre un proceso de biohidrogenacion; los lipidos
esterificados que no se hidrolizan quedan contenidos principalmente en el fluido
ruminal, mientras los 4cidos grasos se van asociando a la superficie de células
microbianas y a particulas vegetales donde ocurre la biohidrogenacion. En esta
etapa puede existir competencia entre microorganismos y particulas del alimen-
to por la adsorcién de los dcidos grasos (Hobson y Stewart., 1997). Los acidos
grasos libres insaturados se van saturando rapidamente por los microorganismos
convirtiéndose en intermediarios, cada vez mas saturados; solo el 1-2% del
hidrogeno ruminal es usado en este proceso.

El paso inicial en la biohidrogenacion es la isomerizacién de los algunos 4cidos
grasos insaturados mediante isomerasas ubicadas en la membrana celular de
algunas bacterias. Esta reaccion es inusual por que no requiere de cofactor y
ocurre en la parte media de una cadena hidrocarbonada larga y lejos de un grupo



Carlos Ivan Rojas; Martha L. Pabén; Juan Carulla 97

funcional; para que esta reaccién ocurra, el dcido graso debe poseer un grupo
carboxilo libre.

Biohidrogenacion de los acidos grasos y sintesis de ALC en el rumen. Se han
descrito dos vias para la hidrogenacion ruminal de los 4cidos grasos insaturados
(Figuras 1 y 2) . En la primera via, la biohidrogenacion del 4cido linolénico
(C18:3 cis-9,cis-12,cis-15) y del acido linoléico (C18:2 cis-9,cis-12) comien-
zan con la accién de una isomerasa sobre el doble enlace cis-12 convirtiéndolo
en trans-11 dando como productos el cis-9,trans-11,cis-15 y el cis-9,trans-11
(ALC) respectivamente. La isomerasa requiere un sustrato de tipo cis-9,cis-12'y
un grupo carboxilo libre. El cis-9,trans-11,cis-15 se convierte en frans —11,cis -
15 y posteriormente en trans-15 o cis-15 o en trans-11(Figura 1). Mediante la
biohidrogenacién enzimatica, también se pueden formar isémeros trans desde
las posiciones C4 a C16 a partir de una migracion del doble enlace (Shorland.,
1955) o mediante la isomerizacion y biohidrogenacion (Kemp y Lander., 1984,
Harfoot y Hazlewood, 1998). El ALC cis-9,trans-11 puede convertirse en trans-
11 (4cido vaccénico) y posteriormente en C18:0. Sin embargo, dependiendo de
las velocidades de las reacciones enzimaticas estos acidos grasos pueden no ser
hidrogenados por completo y pasar al intestino. Estudios in vifro con 4cido
linoléico y fluido ruminal han demostrado que el ALC cis-9,trans-11 se con-
vierte rapidamente en acido octadecendico trans-11 (vaccénico). La hidrogenacion
del 4acido octadecenoico trans-11 ocurre menos rapido y por lo tanto este se
acumula en el rumen y esta mas disponible para absorcion en el intestino (Tanaka
y Shigeno, 1976, Singh y Hawke, 1979). Cuando la dieta provee una gran
cantidad de acidos grasos insaturados, el acido vaccénico se acumula de tal
forma que actda inhibiendo la biohidrogenacion a estearico C18:0.

En este proceso de isomerizacion y biohidrogenacion de los acidos grasos
linolénico y linoléico se involucran varios tipos de bacterias que han sido clasi-
ficadas como grupo A y grupo B (Harfoot y Hazlewood., 1988). En el proceso
de hidrogenacion para el 4cido a linolénico intervienen los dos grupos, mientras
que en el del linoléico se involucran principalmente bacterias del grupo A y
algunas del B pero en forma transitoria (Fig 1). Las bacterias mas representati-
vas del grupo A en la isomerizacion del acido linoléico y linolénico son el
Butyirivibrio fibrisolvens y el Eubacterium, aunque otras bacterias hacen esta
isomerizacioén de una manera transitoria como es el caso de Ruminococcus albus.
Una segunda via para la biohidrogenacion de los acidos grasos ha sido reportada
por Vehulst, et al., (1987) (Figura 2). La principal diferencia con la via descrita
anteriormente es la formacidén de compuestos trans-10 que originan el isdémero
ALC trans-10,cis-12. Se ha demostrado que las moléculas de acidos grasos
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trans-10 C18:1 son potentes inhibidores de la sintesis de grasa de la leche y que el
isémero trans-10,cis-12 ALC inhibe la sintesis del isémero cis-9,trans-11 ALC
en la grasa de la leche (Griinari ef al.,1998, Chouinard, et al., 1999, Baumgaard et
al.,2000, Loor and Herbein., 2002, Giesy, ef al.,2002).

La presencia de una u otra via depende de la dieta del animal que determina el
pH ruminal ya que este define los tipos de bacterias que predominan en el rumen.

Figura. 1. Transformacién de acidos grasos insaturados en el rumen

Dieta RUMEN TEJIDO
l INTESTINO
C18 :3 cis9, cis12, cis15 \ C18:3 cis9, cis12, cis15
AB C18 :2 cis9, cis12 C18:2 cis9, cis12

C18 :3 cis9, trans11, cis15

AB C18:2 cis9, trans11 CLA——4pt C18:2 cis9, trans11 CLA

C18:2 transi1,cis15 Al T A 9 desaturasa
B l A C18:1 trans11 P- C18:1 trans11
C18:1 trans15 ylo cis15 Bl
C18:0 C18:0 C:B 1 cis9

A 9 desaturasa
A, B= Grupo de bacterias que intervienen

Figura. 2. Transformacion de acidos grasos insaturados en el rumen a pH bajo.

Dieta RUMEN TEJIDO
INTESTINO
C18 :3 cis9, ciI12, cis15 \ C18:3 «cis9, cis12, cis15
C18:2 cis9, cis12 C18:2 cis9, cis12

C18 :3 trans10, cis12,cis15

C18:2 trans10 cis12CLA—TP} C18:2trans10 cis12 CLA

C18:2 trans10,cis15 l
i
C18:1 trans10 > C18:1 trans10
C18:0 C18:0

Adaptado de Yurawecz et al., 1999
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Sintesis endogena de ALC

Como se menciond anteriormente el acido vaccénico (C18:1 trans-11) se absor-
be en el intestino y llega a los tejidos. En tejidos como intestino, higado, tejido
adiposo y glandula mamaria, se encuentra la enzima D9 desaturasa que
deshidrogena el 4cido vaccénico en el carbono 9 para dar ALC. El sistema de
desaturacion (D°desaturasa) incluye el NADPH-citocromo, el citocromo by
reductasa, y el citocromo b, y requiere la presencia de oxigeno y del derivado
CoenzimaA del 4cido graso. (Figura 3). Existen diferencias entre especies y
tejidos en la actividad de la D°desaturasa. En algunas especies no-rumiantes, la
actividad de la enzima es alta en el higado. En contraste, en rumiantes en creci-
miento, la actividad es alta en tejido adiposo. Esto sugiere que el tejido adiposo
es el sitio primario para la conversion del trans-11 a ALC, para rumiantes en
crecimiento. En hembras lactantes es mas importante la glandula mamaria para
este proceso (Bickerstaffe y Jonson, 1972).

Griinari, et al. (2000) estudiaron la importancia de la sintesis endogena de ALC, a
partir de C18:1 #rans-11 mediante infusiones abomasales. Ellos reportaron un au-
mento en la concentracién de ALC cis-9,trans-11 en la leche y demostraron que
existe una via activa para la sintesis endégena de ALC a partir del isomero trans-11
proveniente del rumen, por accién de la D9 desaturasa. Anteriormente se habia
observado que el isémero ALC, C18:2 trans-7,cis-9,era el segundo en abundancia
en la grasa de la leche y que este se originaba de la D9 desaturacion del frans-7
C18:1 ruminal (Piperova, et al. 2000). Lo anterior sugiere que los niveles de ALC en
la leche no son un reflejo de una biohidrogenacion incompleta en el rumen.

En un estudio posterior, se encontré que la producciéon total de ALC en leche
era mayor (p < 0.001) que la encontrada en el flujo duodenal de vacas que
consumian diferentes dietas (Piperova, et al., 2002). Segun los autores esto se
debi6 al aumento en los isémeros de ALC, cis-9,trans-11 y trans-7,cis-9 prove-
nientes de la sintesis enddgena por accion de la D9 desaturasa sobre los acidos
grasos trans provenientes del rumen. Se reporté que al menos el 93% del cis-
9,trans-11 y casi todo el trans-7,cis-9 son sintetizados en la glandula mamaria.
Para otros isémeros de ALC, el paso al duodeno fue mayor que la secrecién en
leche sugiriendo que se producen esencialmente en el rumen. Kay, et al. (2004)
por medio de la inhibicién de la D9 desaturasa con aceite esterculico, demostra-
ron que el 91% del ALC es sintetizado endégenamente.
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Figura 3. Complejo enzimatico delta 9 desaturasa

trans-11 C1s: 1
Acil-CoA sintetasa

7 C18:1 Trans-11 -CoA+QO;

NAD(P)H  Cyt bs Reductas Cyt bs ‘
; ; (FAD) Fe'? Q0"
NAD(P Cyt bs Reductasa Cyt bs C18:2 cis-9, trans-11CoA+2H,0

(FADH,) Fe*3

Factores que afectan los niveles de ALC en la leche

El efecto de los factores fisiologicos sobre los niveles de ALC en la leche ha sido
poco estudiado en rumiantes. White ez al. (2001) compararon los niveles de ALC
en vacas Holstein y vacas Jersey y concluyeron que independientemente de la
dieta las concentraciones de ALC eran mayores en vacas Holstein. Dentro de una
misma raza, se han encontrado diferencias individuales en los niveles de ALC en
la leche con diferencias hasta de tres veces (White et a/.,2001). El nimero de
partos y el estado de la lactancia no se han relacionado marcadamente con las
concentraciones de ALC; tampoco existe una correlacion marcada entre la pro-
duccion de leche, el porcentaje de grasa y la produccién de grasa con la cantidad
de ALC cis-9,trans-11 en la leche (Kesley, et al. 2003).

El efecto del tipo de alimento (forraje vs TMR o concentrado) y la adiciéon de
lipidos, de diferentes fuentes, a la dieta sobre los niveles de ALC han sido los
factores mas estudiados.

Tipo de alimento

Forrajes. Kelly, et al. (1998) investigaron los cambios en los niveles de ALC
cuando vacas Holstein eran alimentadas durante un primer periodo con TMR,
luego con una dieta mezclada (TMR vy pasturas) y finalmente con solo pasturas.
Al aumentar el pastoreo se observo una disminucién en la produccién de leche,
y en los porcentajes de grasa y proteina de la leche. El 4cido linoléico (C18:2)
disminuy6 en la grasa de la leche mientras el 4cido linolénico (C 18:3) y el ALC
aumentaron en la medida que los animales se les suministraba mas pastura. Las
vacas que consumian solo pastura tuvieron niveles de ALC significativamente
mayores que las que consumian TMR (5.4 vs 10.9 mg/g de grasa).
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Dhiman, et al. (1999) encontraron que los niveles de ALC se incrementaban
linealmente en vacas Holstein a medida que la materia seca de la dieta se reem-
plazaba por pastoreo de gramineas y leguminosas. Se encontraron niveles de
ALC desde 8.9 mg/g de grasa cuando el consumo de pasto representaba 1/3 del
consumo en materia seca, hasta 22.1 mg/g de grasa en pastoreo completo (Tabla
3). La composicion de la pastura fue una mezcla de Poa pratensis, Elytrigia
repens, Bromus inermis, Y Trifolium repens; y en base seca contenia 19% de
proteina cruda, 50.6% de FDN y 25.8% de FDA. (tabla 3).

Tabla 3. Efecto del incremento del pastoreo en la produccién de CLA (cis9-
trans1l) y en la composicion de la leche.

Dhiman et al (1999) Ward et al (2003)

1/3p  2/3P PT 50%  65% 80%
Produccion de leche (Kg/dia) 245 17.5 145 303 26.1 219

% de proteina 2.9 273 2.86 3.37 322 3.14
% de grasa 3.51 364 337 342 391 . 3.71
Acidos grasos (mg/g grasa)

Linoléico C18:2 42.7 27.1 14.0 19.1 21.5 203
Linolénico C18:3 8.1 146 202 3.7 4.1 5.2
CLA 89 143 221 157 16> 19
Vaccénico Cis 11 C18:1 24.6° 27.5° 34.7°

1/3P= 1/3 Pastoreo, 2/3P= 2/3 Pastoreo, PT= Pastoreo Completo P<0.001; 50%, 65%, 80% forraje como % de la
materia seca P<0.05

Cuando la materia seca se suministr6 con pastura en porcentajes de 50, 65 y 80%
de 1a materia seca se encontrd que los niveles de ALC y de 4cido vaccénico enla
leche de vacas Holstein aumentaba al incrementar el consumo de materia seca
proveniente de la pastura. La produccion de leche disminuy6 y no se encontraron
diferencias significativas en los % de proteina y de grasa (Tabla 3). La materia
seca restante fue heno de alfalfa, maiz y soya tostada. Al igual que en el trabajo
de Dhiman (1999) la pastura era un asociacién graminea-leguminosa y estaba
compuesta por Dactylis glomerata pequefias cantidades de Phleum pratense,
Bromus inermis, Festuca arundinacea y Lotus corniculatus. La composicion de
la pastura fué 11.9% de proteina cruda, 59.8% de FDN y 37.8% de FDA
(Ward, et al. 2003).
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White, ef al. (2001) encontraron un incremento de 83% en los niveles de ALC en
la leche de vacas bajo un sistema de pastoreo con Digitaria sanguinalis / Trifolium
repens (90/10) sobre la concentracion de ALC de animales alimentados con TMR.
Los niveles de ALC encontrados fueron mas bajos comparados con otros estu-
dios (7.2mg/g de grasa para vacas Holstein en pastoreo y 5.9mg/g de grasa para
vacas Jersey).

Schroeder, et al. (2003) compararon los niveles de ALC en leche de vacas Holstein
alimentadas con TMR vs vacas que pastoreaban avena con un suplemento de
maiz 0 maiz y sales de calcio de acidos grasos (62% C18:1 y C18:2, 13.5% 18:0).
Los niveles de ALC fueron mayores en animales en pastoreo y aumentaron con el
tiempo de suplementacién, los mayores niveles de ALC se obtuvieron a la sema-
na 5 con las sales de calcio (19.1 mg/g de acido graso). Cuando las vacas lecheras
se alimentron con ensilaje de pasto (Phleum pratense y Festuca pratensis) ad
libitum y un suplemento (10 Kg) de un concentrado a base de cereales, los
niveles de ALC fueron mas bajos que los obtenidos por otros experimentadores
en en pastoreo (22.1 vs 4.6 mg/g de grasa). (Ryhanen, ef al, 2004). Esto puede
explicarse por cambios en los patrones de biohidrogenacién que dependen del
pH ruminal.

La edad del forraje tiene un efecto en los niveles lacteos de ALC. El pastoreo de
forrajes en estados tempranos de crecimiento producen un alto nivel de ALC en la
grasa de la leche si se compara con pastoreos tardios o de segundos cortes
(Chouinard, 1998). La duracion del pastoreo tiene un efecto sobre los niveles de
vaccénico trans-11 'y cis-9,trans-11 ALC en la leche; cuando se ha pastoreado
durante 4 semanas se ha mostrado un incremento mayor al 100% en estos 2
compuestos y cuando se continia hasta 8 semanas se puede aumentar en 500%
(Loor, et al. 2002). Lock y Garnsworthy. (2002) utilizando vacas con céanulas
duodenales encontraron que el flujo de ALC y vaccénico al intestino era mayor
cuando se alimentaban vacas con una dieta basal suplementada con C18:2 y C18:3.

Kolver, et al. (2002) utilizando fermentadores continuos demostraron que la adi-
cién de C18:2 a forrajes (pasturas) de alta calidad aumentaba en 15 veces la
concentracion de ALC y 5 veces la de 4cido transvaccénico en el fluido ruminal.
Al adicionar C18:3 los incrementos fueron menores, de 5 veces para el ALC y
4 veces para transvaccénico. Esto confirma que el ALC en rumen se sintetiza a
partir del acido linoleico (C18:2).

Los estudios anteriores demuestran claramente que la leche de animales en pas-
toreo tiene mayores niveles de ALC que con otros sistemas de alimentacion.
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Esto puede explicarse por los mayores contenidos de acido linoléico y 4cido
linolénico en los forrajes, substratos para la sintesis ruminal ALC y del precur-
sor endégeno de ALC, el acido vaccénico.

Almidones. El efecto del almidén en los niveles de ALC puede explicarse por
cambios en los patrones de biohidrogenaciéon. Como se menciond anteriormen-
te, dietas bajas en almidones favorecen el crecimiento de Butyribrio fibrisolvens
y Selenomas ruminatium que son las que producen mayores porcentajes de acido
vaccénico, precursor del ALC. Esto fue demostrado por Fujimoto, ez al. (1993)
quien incubo acido linoléico con estos microorganismos aislados de ovejas. La
presencia de almidones en la dieta (baja fibra) disminuye el pH favoreciendo el
crecimiento de otros microorganismos como Pseudomonas y Propionobacterium
que favorecen la formacién de isémeros trans-10 a partir de los cuales no es
posible sintetizar ALC endogenamente. Este tipo de bacterias se han aislado de
ciegos de raton y en incubaciones in vitro se han encontrado isémeros trans-10 a
partir de los acidos linoléico y linolénico (Vehulst, et al., 1987). Adicionalmente
experimentos in vitro utilizando cultivos continuos mostraron que cuando el pH
se disminuye a 5.0 no se detecta ALC ni C18:1 trans-11 (Yurawecs, et al. 2002).
Por lo tanto, dietas ricas en almidones (cereales, concentrados ricos en almido-
nes) con bajos niveles de fibra produciran menores concentraciones de ALC en la
leche.

Lipidos. La adicion de lipidos a las dietas de los rumiantes se puede hacer
mediante grasa animal, grasas y aceites vegetales derivados de oleaginosas y
aceites marinos. Las grasas animales son ricas en 4cidos grasos de cadena larga
y saturada con un punto de fusion alto, pueden ser blancas o amarillas y normal-
mente se les llama sebo cuando su punto de fusion supera los 38 °C (Palmquist,
1988). En el caso de estas grasas, los dcidos grasos que las componen son
principalmente palmitico, palmitoleico, estedrico y oleico y linoléico en bajos
proporciones. Los aceites vegetales son ricos en acidos grasos insaturados como
oleico y linoléico y en menor proporcién linolénico. Los aceites marinos deriva-
dos de peces, plancton, y algas son ricos en acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga principalmente C20:5 (EPA) y C22:6 (DHA) (Chilliard, ez al. 2001).
La suplementacién de lipidos se hace en forma de grasas no protegidas, grasas
protegidas, sales de calcio, acidos grasos individuales o mezclas, y semillas pro-
cesadas o sin procesar.

El efecto de la suplementacion con aceites vegetales, sebos y aceites de pescado
sobre los niveles de ALC ha sido estudiado por varios investigadores. También
se han se han utilizado grasas y aceites protegidos; las grasas o los aceites se
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pueden proteger por emulsificacion y encapsulacion en una matriz de formaldehido
y proteina para evitar la lipdlisis y la biohidrogenacion en el rumen (Hobson y
Stewart, 1997) Normalmente los efectos de la adicién de lipidos protegidos en
los perfiles de 4cidos grasos depende de los perfiles de estos mismos y la eficien-
cia en la proteccion que generalmente no supera el 65% calculada in vivo (Storry,
et al. 1980).

Aceites vegetales. Al incluir soya cruda partida (18% de la MS), soya cocinada
partida (18% MS), aceite de soya (3.6% MS) o aceite de lino (2.2% y 4.4 %
MS) en una racién de silo de alfalfa y silo de maiz, se encontr6 que los niveles
de ALC en la leche fueron significativamente mayores para las dietas que conte-
nian aceite de soya o aceite de lino comparados con el grano entero. Aunque se
encontraron diferencias en los % de grasa en la leche, no hubo diferencias en el
total de la grasa en la leche (Dhiman, et al., 2000). Estos resultados sugieren que
la adicién de aceites a la racién produce mayores niveles de ALC que el grano
entero (soya) debido a la mayor disponibilidad de los 4cidos grasos a la accion de
los microorganismos del rumen. Adicionalmente, los niveles de ALC en leche
estan relacionados con los acidos grasos insaturados presentes en el suplemento
(Tabla 5).

En otra investigacion realizada por Chouinard, ez al. (2001), se alimentaron vacas
Holstein con una racién que contenia ensilaje de pastura (22.5%), ensilaje de
maiz (22.5%), maiz partido (37.2%) y torta de soya (18.5%) suplementada con
sales de calcio de aceites de canola, soya y lino al 4%. Los niveles de ALC
encontrados en la leche fueron 13.2 y 22.5 y 19.5 mg de ALC/ g de 4cido graso
para las sales de calcio del aceite de canola, soyay lino, respectivamente. Agenas,
et al. (2002) encontraron que la suplementacién de 500 o 1000 g de aceite parcial-
mente hidrogenado aument6 la concentraciéon de ALC en leche en un 85.7%.

En un estudio realizado por Kelly, ez al. (1998) se alimentaron vacas Holstein con
una dieta de silo de maiz, henolaje mixto, grano de maiz y torta de soya. Las
dietas fueron suplementadas con aceites de oleaginosas (5.3% MS) que aportaban
diferentes proporciones de acidos grasos insaturados. En este estudio, se obtuvie-
ron niveles de ALC entre 8.0 y 50 mg/g grasa en la leche de vacas suplementadas
con aceite de girasol con un promedio de 24.4 mg/g y se obtuvieron menores
variaciones entre animales con la suplementacién con aceite de lino. Se puede
concluir que los niveles ALC dependen del tipo de dieta, de la cantidad de 4cidos
grasos poliinsaturados de 18 carbonos adicionados y del grado de biohidrogenacion
en el rumen.
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Tabla. 5. Efecto de la suplementacion con aceites sobre los niveles de CLA

en la leche.

Acidos grasos CLA en leche

g/100g de aceite mg/g de grasa
Aceite C18:1 Ci18:2 Ci18:3
Canola 58.5 23.0 7.7 13.2°
Mani 51.5 302 13.3!
Soya 211 501 9.0 20.4* 22.5°
Girasol 21.2 694 24.4!
Lino 22.7 154 51.4 16.7" 16.9* 19.5°

Kelly et al., 1998.?Dhiman et al., 2000. *Chouinard ef al., 2001.

En cuanto al efecto de los acidos grasos insaturados en la dieta, sobre los niveles
de ALC en presencia de altas cantidades de concentrado, Piperova, et al. (2000)
realizaron un ensayo en vacas lecheras que se alimentaban con una dieta que
contenia 75% de MS como concentrado y un suplemento de aceite de soya al
5% de la materia seca. El contenido de grasa de la leche se redujo y se encontra-
ron niveles menores de ALC cis-9,¢rans-11 que en la dieta sin suplementar. A
pesar de que el aceite de soya tiene un porcentaje de acidos grasos insaturados de
81%, principalmente acido linoléico, la disminucién del pH ruminal favorece
la biohidrogenacion hacia la produccion del trans-10 que es precursor del trans-
10,cis-12 que reduce la grasa de la leche y adicionalmente no produce ALC
endogenamente. Lawless, et al. (1998) encontraron que la suplementacion de va-
cas en pastoreo con soya y colza aumenaba las concentraciones de ALC (24.3 y
61%) con respecto al control. El reemplazo parcial de maiz por sales de calcio de
acidos grasos oleico y linol€ico (32 y 30%, respectivamente) en el concentrado
que se utiliz6 como suplemento para vacas lecheras aument6 la concentracion de
ALC en 173% en comparacion con vacas en pastoreo suplementadas con un
concentrado a base de maiz y 366% comparado con vacas que recibian TMRs
(Schroeder, et al. 2003). Al alimentar vacas lecheras con una dieta basada en
ensilaje de pasto y suplementada con concentrado a base de cereales (10 Kg) y 50
g de aceite de colza se encontrd un aumento en los niveles de ALC en la leche
con respecto a la dieta sin aceite de colza (Ryhanen, et al, 2004).
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Estas investigaciones han mostrado que moléculas de 4cidos grasos trans-10
C18:1 son potentes inhibidores de la sintesis de grasa de la leche y que el isomero
trans-10,cis-12 ALC inhibe la sintesis del isdmero cis-9,trans-11 ALC en la gra-
sa de la leche (Chouinard, ef al. 1999, Baumgaard, et al. 2000, Loor y Herbein,
2002, Giesy, et al. 2002).

Sebo. Chouinard, et al. (2001) demostraron que la adicién de sebo en niveles de
2.2y 4.5% a una dieta de ensilaje de maiz, henolaje de alfalfa y maiz partido, no
aumentaba los niveles de ALC en la leche de vacas Holstein. Los niveles maxi-
mos de ALC encontrados fueron 4.9 mg/g de grasa para la dieta de 4.4% de
sebo, que son bajos comparados con los que se obtienen cuando se adicionan
aceites. En otro ensayo, se alimentaron vacas Jersey y Holstein con dietas a base
de ensilaje de maiz, ensilaje de alfalfa y concentrado. Las raciones fueron suple-
mentadas con sebo o soya tostada al 3% y 15% de la materia seca respectiva-
mente, con niveles bajos y normales de cobre. Los mayores niveles de ALC en
la leche de vacas Jersey se obtuvieron con la dieta suplementada con sebo y
niveles bajos de cobre y en vacas Holstein con la dieta suplementada con soya y
baja en cobre. Segun los autores el efecto prooxidante del cobre promueve la
oxidacién del ALC disminuyendo sus niveles (Morales, ez al. 2000).

Aceites de pescado. Los aceites de pescado tienen una gran variacion en las
proporciones de 4cidos grasos. Esta depende de la especie, de las condiciones
geograficas y estacionales. La concentracién de 4cido eicosapentaenoico (EPA)
(C20:5 n-3) puede variar entre 4 y 32% y la de docosahexaenoico (DHA) (C22:6
n-3) entre 2 y 25%. La produccién de ALC o trans-11 directamente por la
biohidrogenacién ruminal de acidos grasos poliinsaturados como EPA y DHA
es improbable. Sin embargo, el aceite de pescado incrementa el C18:1 frans-11
en el rumen y en la leche y también disminuye la relaciéon ALC: Trans-11
(Lacasse, 1998). Se ha encontrado que la suplementacién con aceite de pescado
(50-100 g/dia) disminuye la concentracion de grasa en leche. Cuando se suple-
mentan dietas de silos, henos y henolajes con aceites marinos (200-300 gr/dia),
se incrementan los niveles de ALC obteniendo hasta 26 mg/g de grasa (Chilliard,
et al. 1999). Al reemplazar sebo por aceite de pescado en un suplemento adicio-
nado a una dieta a base de maiz, ensilaje de maiz, ensilaje de alfalfa, heno de
alfalfa y torta de soya; se observé un aumento lineal en los niveles de ALC en
la leche desde 11.0 hasta 22.4 mg/g grasa (Jones, et al. 2000).

AbuGhazaleh, et al. (2003a, 2003b) adicionaron aceite de pescado y otras fuentes
acidos grasos con diferente grado de insaturacién, a una dieta de heno de alfalfa,
ensilaje de maiz, y maiz partido. Estos autores encontraron mayores niveles de
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ALC y vaccénico en la leche con 1% de aceite de pescado y 4cido linol€ico,
seguido por 4cido linolénico, oléico y estedrico (17, 11.2, 9.9, 7.1 mg de ALC/g
de grasa, respectivamente). En otro experimento realizado por los mismos auto-
res en el 2004 se adicioné soya extruida y aceite de pescado a la misma dieta. Se
obtuvieron niveles de ALC de 11.6 vs 3.3 mg/g de grasa para la dieta sin adicion
de aceite. En este experimento se incremento la produccién de leche y los niveles
de ALC y vaccénico en la leche alcanzando un maximo nivel en la semana 3 del
experimento y decreciendo a la semana 5 donde se estabilizaron (AbuGhazaleh,
et al. 2004). Estos autores proponen que los grasos poliinsaturados de cadena
larga del aceite de pescado, pueden aumentar los niveles ruminales de vacccénico
y los niveles de ALC en la leche por inhibicion del crecimiento e bacterias que
reducen el trans vaccénico o de sus enzimas reductasas.

Al alimentar vacas Pardo Suizo y Holstein con una dieta de heno de alfalfa
ensilaje de maiz, grano de maiz y torta de soya, suplementada con algas marinas
(Schizochytrium sp.) ricas en acido palmitico, oleico y linoléico) protegidas y no
protegidas al 4%, se obtuvieron niveles de ALC en la leche de 23.1 mg/g de
grasa para la dieta con algas protegidas y 26.2 mg/g de grasa para las no prote-
gidas (Franklin, e al. 1999). Los resultados obtenidos sugieren que aunque la
sintesis endogena es mas importante, hay una contribucioén del ALC proveniente
del rumen.

Conclusiones

El ALC cis-9,trans-11 es el isdbmero mas abundante de un grupo de 4cidos
grasos de 18 carbonos con enlaces conjugados que se encuentra en la grasa de la
leche y tiene propiedades nutracéuticas. Debido a la actividad biologica de este
compuesto, se ha investigado ampliamente en los dltimos afios para tratar de
aumentar sus niveles en leche a través de la manipulacion de la dieta.

Aunque los primeros estudios indicaban que el ALC lacteo provenia de la
isomerizacién ruminal del acido linoléico, estudios posteriores demostraron que
el 90% del ALC se sintetiza en la glandula mamaria por accion de la delta 9
desaturasa sobre el acido vaccénico ruminal C18:1 trans-11. Este compuesto se
forma en el rumen a parir del acido linoléico y del acido linolénico, y por lo
tanto dietas con altos contenidos de estos compuestos producen mayores niveles
de ALC. Sin embargo, cuando el pH ruminal es bajo se disminuye la cantidad de
acido vaccénico se incrementa el isomero conjugado frans-10,cis-12 que dismi-
nuye la grasa de la leche.
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Se ha encontrado que se producen mayores niveles de ALC cuando las vacas
estan bajo pastoreo y cuando se suplementan con aceites con altos contenidos de
linoléico y linolénico como los aceites de soya, girasol y lino; mientras la adicion
de sebo que contiene 4cidos grasos saturados no incrementa los niveles de ALC.
Los aceites de pescado han mostrado ser, en cantidades equivalentes, mds efecti-
vos que los aceites vegetales en aumentar los niveles de ALC en la leche, los
aceites de pescado contienen altas cantidades de acido eicosapentaenoico (EPA)
(C20:5 n-3) y de docosahexaenoico (DHA) (C22:6 n-3) y aunque no es posible
obtener transvaccénico a partir de estos acidos grasos se ha observado el incre-
mento del frans-11 en el rumen y en la leche. Se ha propuesto que los grasos
poliinsaturados de cadena larga del aceite de pescado, pueden aumentar el
vaccénico por inhibicion del crecimiento de bacterias que reducen el trans
vaccénico o de sus enzimas reductasas.

La determinacidn de los niveles de ALC y el efecto, que obre éstos ejercen
nuestros sistemas de produccién debe ser un objetivo en la investigacion en
Colombia ya que no se conoce nada sobre ese tema.
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