Evaluacion de suplementos de grasas inertes ruminales en la dieta de ovinos sobre el
consumo y digestibilidad de nutrientes, parametros fisiolégicos y componentes sanguineos

Por
Elba Gabriela Benabe Carlo
Tesis sometida en cumplimiento parcial de los requisitos para el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS
en
CIENCIA ANIMAL

UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO
RECINTO UNIVERSITARIO DE MAYAGUEZ

2018
Aprobado por:
Abner Rodriguez Carias, PhD. Fecha
Presidente, Comité Graduado
Luis C. Solorzano, PhD. Fecha
Miembro, Comité Graduado
John Fernandez Van Cleve, PhD. Fecha
Miembro, Comité Graduado
Martha Laura Lépez-Moreno, PhD. Fecha
Representante Estudios Graduados
José R. Latorre, PhD. Fecha

Director del Departamento



Abstract

The effect of adding three ruminally-inert fats to the ovine diet on the voluntary feed intake,
nutrient digestibility, physiological parameters and blood components were studied. Twelve,
eight-month-old lambs with an average weight of 25kg were used for this experiment. Four diets
formulated, to meet or exceed the recommendation of the “National Research Council” (NRC,
2007) on ovine growth, were used. The basal diet (control) provided 18% CP and was composed
of 50% alfalfa hay, 38.35% cracked corn, 11.65% soybean meal (dry basis). Three sources of
ruminally- inert fat supplements were fed at 1.75% of the dietary dry mater (DM): F1 & F2
consisted of an experimental blend of triglycerides (TG) and free fatty acids (FFA) ora FFA (85%
C:16) supplement. The three experimental diets were composed of 50% alfalfa hay, 36.24%
cracked corn and 12.01% soybean meal. The experimental diets were iso-nitrogenous with the
basal diet. Each diet was offered daily at 4% of the animal’s body weight/dry matter basis
(BW/DMB). The experiment lasted eighty-four days divided in four, twenty-one-day
experimental periods. Each period was composed of a fourteen-day adaptation period followed by
a data acquisition period of seven days. Feed offered, orts and feces along with water consumption
were quantified and determined daily. Additionally, blood samples from every lamb were
collected the last day of each period to determine various blood components (insulin, glucose,
NEFA, B -hydroxybutyrate). The feed, orts an fecal samples were analyzed to determine DM, CP,
starch, EE, NDF and fatty acid content. Data was analyzed in accordance to a 4x4 Latin Square
experimental design. Orthogonal contrasts compared the experimental treatments as follows:
control versus the three fat supplements, F1 vs FFA and F2 vs FFA. Period had a significant
(P<0.01) impact on the intake of all components, except for CP which did not differ (P>0.36). The

addition of fat to the diet increased the consumption of EE and NDF (P<0.01) but decreased the



consumption of starch (P<0.01). The addition of fat increased EE content from 3.52% to 5.15%
and resulted in higher consumption of various fatty acids, specifically, palmitic acid (C16:0). The
diet DM digestibility did not differ among treatments and averaged 75.93%. There was greater
digestibility of EE in the diets supplemented with F2 and FFA in comparison with the control
(85.55%, 85.59% vs 81.20%, respectively) and also in NDF in the diet supplemented with F1
(45.88% vs 39.20%). The digestibility of MUFA showed significant differences for control
(97.09%) vs. the average of the three fat supplements (F1 (93.33%), F2 (94.69%), FFA (97.825%)))
and fats between them (P<0.01). There were no significant differences (P>0.70) in the blood
composition with the addition of fats. The addition of ruminally-inert fats did not affect (P>0.35)
water consumption or the parameters associated with heat stress such as body temperature
(39.41°C), respiratory rate (73.25 resp/min) and heart rate (109.28 BPM). In conclusion, the
addition of 1.75% ruminally-inert fat in ovine diet increased EE consumption and digestibility of
EE and NDF. The digestibility of TUFA and MUFA were greater in the control treatment than in
those containing ruminally-inert fats and varied between treatments but the digestibility of PUFA
was similar. The digestibility of linoleic acid, oleic acid and FA C18 was higher in FFA than in
F2 and also the digestibility of linoleic and oleic acid was higher in AGL than in F1. Finally, the
addition of ruminally-inert fats did not affect the blood parameters, water consumption or the

physiological parameters associated with heat stress.



Resumen

Se estudio el efecto de la adicion de tres fuentes de grasa inerte en el rumen en la dieta de ovinos
sobre el consumo voluntario y la digestibilidad de varios nutrientes, parametros fisioldgicos y
componentes sanguineos. Se utilizaron 12 corderos criollos de aproximadamente ocho meses de
edad con un peso promedio de 25kg. Se compararon cuatro dietas formuladas para cumplir con
las recomendaciones del “National Research Council” (NRC, 2007) para ovinos en crecimiento.
La dieta basal (control) contenia en estado natural 18% PB y esta compuesta de 50% de heno de
alfalfa, 38.35% de maiz partido y 11.65% de harina de soya (base seca). Se evaluaron 3
suplementos de grasas inertes ruminales ya sea que fueran una mezcla de triglicéridos (TG) y
acidos grasos libres (AGL,F1 y F2) o AGL (85% C:16). Los suplementos grasos se incluyeron la
1.75% de la materia seca y consistian de 50% de heno de alfalfa, 36.24% de maiz partidoy 12.01%
de harina de soya (base seca). Las dietas eran iso-nitrogenadas y se ofrecieron diariamente a razon
de 4% del PV del animal en BS. El experimento tuvo una duracion de 84 dias divididos en cuatro
periodos experimentales de 21 dias cada uno, 14 dias de adaptacion a la dieta y 7 de recoleccion
de datos. En cada periodo se cuantifico y se muestre6 el alimento ofrecido y rechazado y las heces
excretadas. En adicion se cuantifico el consumo de agua y se recolectaron muestras de sangre de
cada ovino el ultimo dia de cada periodo para determinar los niveles de varios componentes
sanguineos (insulina, glucosa, AGNE y B -hidroxibutirato). Las muestras recolectadas fueron
sometidas para el analisis de contenido de MS, PB, almidén, EE, FDN y 4cidos grasos. Los datos
fueron analizados segun un disefio experimental de cuadrado latino 4 x 4 e incluyd contrastes
otogonales para comparar los tratamientos experimentales: el control versus el efecto promedio de
los tres suplementados con grasa, F1 vs. AGL y F2 vs. AGL. Se encontré que el periodo tuvo un
efecto significativo (P<0.01) sobre el consumo de todos los componentes de la dieta con excepcion
de la PB. La adiciéon de grasa a la dieta aumentd el consumo de EE y FDN (P<0.01) pero
disminuy6 el consumo de almidon (P<0.01). La adicion de grasa aumentd (P<0.01) el contenido
de EE de 3.52 a 5.15% y resultdé en mayor consumo de varios acidos grasos, especificamente el
acido palmitico (C16:0). La digestibilidad de la MS de las dietas no difiri6 y promedié 75.93%,
sin embargo, se mostro una mayor digestibilidad de EE en las dietas suplementadas con F2 y FFA
en comparacion al control (85.55, 85.59 vs. 8§1.20%) y el FDN de la dieta suplementada con F1
vs. control (45.88 vs. 39.20%). La digestibilidad de MUFA muestra diferencias significativas al

comparar control (97.09%) vs. el efecto combinado de los tres suplementos grasos F1 (93.33%),



F2 (94.69%) y AGL (97.825); la digestibilidad de MUFA en F1 o F2 fue menor a AGL (P<0.01).
En los contrastes ortogonales no se notd diferencia significativa (P<0.70) en la composicion de
sangre debido a la adicion de las grasas. La adicion de las grasas inertes ruminales no afect6 el
consumo de agua ni los parametros asociados al estrés por calor como temperatura corporal
(39.41°C), tasa respiratoria (73.25 resp/min) y ritmo cardiaco (109.28 pul/min). En conclusion, la
adicion de grasa inerte ruminal al 1.75% en la dieta de ovinos aument6 el consumo de EE y la
digestibilidad de EE y FDN. La digestibilidad de TUFA y MUFA fue mayor en el tratamiento
control que en aquellos conteniendo grasas inertes y vario entre las grasas pero la de PUFA fue
similar. La digestibilidad de &cido linoleico, oleico y AG C18 fue mayor en AGL que en F2 y la
de 4cido linoleico y oleico fue mayor en AGL que en F1. Por ultimo la adicion de grasas inertes
ruminales no afectd los componentes sanguineos, el consumo de agua ni los pardmetros

fisiologicos asociados al estrés por calor.
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1.0 Introduccion

La evaluacion de alimentos como parte integral de dietas con alta densidad energética en la
nutricion de ganado lechero ha sido el objetivo de varias investigaciones durante los tiltimos afios.
Las dietas con alta densidad energética son estrategia de manejo nutricional para tener éxito en la
ganaderia lechera, y se refleja en una alta produccion y eficiencia reproductiva.
La grasa como alimento/nutriente, es una fuente concentrada de energia alimentaria y su fraccion
lipida es importante, de hecho cierta cantidad minima es esencial. En animales rumiantes su
utilizacién se ha enfocado en grasas sobrepasantes o inertes que son aquellas que escapan la
degradacion ruminal.

En dietas para rumiantes, hasta ahora el tipo de suplementos de grasa inerte ruminal
estudiada ha sido mayormente acidos grasos saturados (palmitico C16:0 extraido del aceite de
palma y estearico C18:0) (Rico et al., 2014). Los acidos grasos saturados libres no sufren ninguna
alteracion ruminal, ya que al no estar esterificados no sufren el proceso de hidrolisis, para
separarse del glicerol como ocurre con los triglicéridos ni otra alteracion bacteriana en el rumen y
pueden pasar intactos al intestino (Martinez et al., 2010a, b).

Las investigaciones sobre la suplementacion de este tipo de grasas utilizando triglicéridos
altos en contenido de 4cido palmitico, en vez de 4cidos grasos libres con una composicion parecida
son limitadas. Segin palabras de Lock et al. (2013) traducidas “Con la excepcion de los
suplementos de triglicéridos saturados, no hay razon por creer que diferentes suplementos de grasa
pueden afectar marcadamente la digestibilidad de los acidos grasos en general”. Tampoco se ha
investigado a fondo los suplementos de grasa comerciales que estan compuestos mayormente por
acidos grasos saturados y/o productos fraccionados de la produccion de aceite de palma y que estan
disponibles para su uso (Rico, 2013).

En experimentos recientes (Negron, M., 2016) utilizando ovinos como animales
experimentales determino los efectos de dos suplementos comerciales de grasa inerte en el rumen,
incluidos a 4% de la racion sobre el consumo de nutrientes, digestibilidad y ciertos pardmetros
sanguineos. En el experimento mencionado las grasas inertes evaluadas fueron en forma de
triglicéridos (PrincipleTM XF-80; Aceite de palma fraccionado, APF) y de acidos grasos libres
incluyendo >80% acido palmitico (Palmit 80, AGL). En dicha investigacion la adicion de las

grasas aumento el contenido de EE en la dieta de 3.1 a 6.9% y resulté en mayor consumo de varios



acidos grasos en especial el 4cido palmitico (C16:0). Las tres dietas no difirieron en digestibilidad
de la MS (73.2% promedio), pero el EE de la dieta AGL se mostro mas digerible (84.7%) que el
del control (73.3%) y de la dieta APF (70.9%). La suplementacion con APF resultdo en una menor
digestibilidad que los otros tratamientos de los acidos grasas totales (91.2 vs. 73.1%) y los acidos
grasos mas abundantes (C16:0, 52.5 vs. 80.7%; C18:1, 91.4 vs 97.9%). El efecto mas notable que
ejercio la adicion de grasa en la composicion de la sangre fue aumentar la concentracion de acidos
grasos no esterificados (mEq/dL) de 0.14 en el control a 0.17 y 0.24 en los tratamientos APF y
AGL respectivamente. La adicion de AGL pero no de APF, se asoci6 a mayor actividad de insulina
en la sangre, sin que esto se reflejara en la concentracion de glucosa ni de BHB.

Es del interés de compaiiias productoras de grasas inertes el evaluar su inclusion a niveles
menores de 4% de la racion y el evaluar productos de grasas inertes que resultan del
fraccionamiento de la produccion de aceite de palma. Asimismo, debido al estrés térmico al que
estan sujetos los rumiantes en produccion en el tropico la utilizacion de grasas inertes ruminales
en la dieta representa también una estrategia para reducir el estrés por calor. Con el presente
experimento se espera comprobar la hipotesis que la digestibilidad de suplementos de triglicéridos,
acidos grasos o productos fraccionados de la produccion de aceite de palma con un perfil similar
de 4cidos grasos e incluidos a 1.75% de la racidn en dietas es similar. Se espera también que la
adicion de las grasas inertes ruminales en la dieta disminuya el estrés por calor evidenciado por
los valores de parametros fisiologicos (tasa respiratoria, ritmo cardiaco y temperatura rectal)

asociados.

2.0 Revision de literatura

2.1 Grasas y aceites como nutrientes

Los nutrientes son sustancias indispensables para el buen funcionamiento del organismo
los cuales se encuentran en los alimentos consumidos por el animal. Las grasas y los aceites son
los nutrientes con mayor densidad energética en la dieta (9 mcal/kg) y en organismos son la
principal reserva de energia, sin embargo, su nivel de inclusion en la dieta del rumiante no debe
pasar de 8% de materia seca (MS) en base seca (BS). Estructuralmente, su unidad basica son los
acidos grasos de cadena saturada o insaturada. Mayormente encontramos los lipidos en los granos

en forma de triglicéridos, mientras que en los forrajes se encuentran en forma de galactolipidos.



Los triglicéridos son moléculas compuestos por tres dcidos grasos esterificados a una molécula de
glicerol (alcohol de tres carbonos). Los galactolipidos o glicolipidos (GL) son estructuralmente
similares a los triglicéridos, son moléculas compuestos por dos acidos grasos esterificados, una
molécula de glicerol pero contienen 1 o 2 aztcares (glucosa o glactosa) (Weatherby, K. & Carter,

D., 2013).

2.1.1 Clasificacion

2.1.1.1 Lipidos

Los lipidos son un grupo amplio y diverso de compuestos organicos naturales formados de
carbono, hidrégeno y oxigeno. Los lipidos se relacionan entre si por su solubilidad en solventes
orgénicos no polares y generalmente son hidrofobicos (moléculas no polares) o anfipaticos
(moléculas compuestas por partes hidrofobicas e hidrofilicas). Dentro de las distintas funciones
de los lipidos podemos mencionar tres principales en el cuerpo de un animal: estructural
(componentes de las membranas celulares), regulatorio (hormonas) y nutricional (aportan y
almacenan mayor valor energético que cualquier otro nutriente, siendo este su propdsito principal)
(NRC, 2007).

Los rumiantes obtienen los lipidos de sus dietas en forma de grasas o aceites a un porcentaje
de inclusién de 1- 8% o son transformados de otros lipidos previamente almacenados en el
organismo que a su vez pueden ser transportados por el torrente sanguineo y ser utilizados en otros
tejidos como la glandula mamaria. De estos los mas importantes en su dieta son los compuestos
de acidos grasos (AQG) esterificados con un glicerol (triglicéridos, fosfolipidos y glicolipidos) u
otro tipo de alcohol. En los analisis que se realizan en los alimentos, los lipidos son extraidos en

la fraccidn conocida como extracto etéreo o grasa bruta (Martinez et al., 2010a).
2.1.1.2 Acidos grasos

Un 4cido graso es una molécula compuesta por una cadena de hidrocarburos (hidrofobicos)
finalizada con un grupo carboxilo (COOH) (hidrofilicos). Estos pueden dividirse en cuatro
distintas categorias segun el largo de la cantidad de carbonos que posea (cuadro 1). Como primera

categoria tenemos los volatiles que son los AG con cadenas de dos a cuatro carbonos. La segunda



categoria son los AG de cadena corta, los cuales se componen de 6 a 10 unidades de carbonos por
cadena. La tercera categoria incluye los AG de cadena media con 12 a 16 carbonos por cadena y
por ultimo los AG de cadena larga compuestos por mas de 16 carbonos (Martinez et al., 2010a).
Los AG pueden ser clasificados quimicamente de acuerdo a cuatro criterios comenzando con la
presencia de dobles enlaces: insaturados o saturados. Cuando hablamos de un 4cido graso saturado
nos referimos a un AG que no contiene ningin enlace doble, en cambio un dcido graso insaturado
contiene algun enlace doble y puede clasificarse segiin su nimero de instauracion, ya sea: uno,
dos, tres o mas (mono-, di-, tri- o poliinsaturaciones respectivamente). Otra manera de
clasificacion es de acuerdo a la posicion del doble enlace relativo al ultimo carbono de la cadena
hidrocarbonada como por ejemplo omega 3. Por ultimo se pueden clasificar de acuerdo a su
configuracion geométrica: cis (ambas partes de la cadena adyacentes al doble enlace estan del
mismo lado) o trans (ambas partes de la cadena adyacentes al doble enlace estdn de lados
opuestos). Los AG también son clasificados bioldégicamente o nutricionalmente en 2
clasificaciones: esenciales o no esenciales. Un acido graso esencial es uno que no puede ser
sintetizado por el animal por lo que debe obtenerse en su dieta basal, como el acido linoleico
(18:2) y linolénico (18:3), por el contrario uno no esencial es uno que puede ser sintetizado por los
animales como el acido oleico (18:1) y palmitico (16:0) (Palmquist, 2010; Mcdonald et al., 2006;
Cuvelier et al., 2004).



Cuadro 1. Nomenclatura de acidos grasos mas comunes. (Adaptado de Negron, 2016)

5:2:?;;?1 Estructura Nombre IUPAC Nombre comiin

4:0 CH3(CH,).COOH Acido butanoico Acido butirico

6:0 CH3(CH2)sCOOH Acido hexanoico Acido caproico

8:0 CH3(CH2)sCOOH Acido octanoico Acido Caprilico

10:0 CH3(CH,)sCOOH Acido decanoico Acido Caprico

11:0 CH3(CH2)9COOH Acido undecanoico Acido Undecanoico

12:0 CH;(CH,)10COOH Acido decanoico Acido Latrico

14:0 CH3(CH2)1,COOH Acido tetradecanoico Acido Miristico

14:1 CH3(CH,);CH=CH(CH;);COOH Acido (Z)-tetradec-9-enoico Acido Miristoleico

16:0 CH3(CH,)14COOH Acido hexadecanoico Acido Palmitico

16:1 CH3(CH,)sCH=CH(CH;);COOH Acido cis-9-Hexadecenoico Acido Palmitoleico

17:0 CH3(CH,)1sCOOH Acido Heptadecanoato Acido Heptadecanoato

18:0 CH3(CH2)1sCOOH Acido octadecanoico Acido Estearico

18:1 CH3(CH,),CH=CH(CH,);COOH Acido (Z)-octadec-11-enoico Acido Oleico

18:1-11C  CH3(CH,)sCH=CH(CH;),COOH Acido (E)-octadec-11-enoico Acido Vacinico

19:0 CH3;(CH,);7COOH Acido Nonadecanoato Acido Nonadecanoato

20:0 CH3(CH,);3sCOOH Acido Eicosanoico Acido Araquidico

18:2 CHs(CH,);CH=CHCH,COOH=CH(ch,);COOH ‘82:36‘:;”2;0?:0912 ,15- Acido Linoleico

18:3 CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,); Acido cis—,.cis—9f,12- Acido Linolenico
COOH Octadecatrienoico

22:6 CHI=CHCH,CH=CHCH,CH=CH2CH,CH=CH ?:ég:a(—j,zilz()’,llgﬁ61j§j162,192)- Acido Docosahexaenoico

CH,CH=CHCH,CH=CH(CH;),COOH

hexaenoico

2.1.1.3 Triglicéridos

Los triglicéridos (TG) estan compuestos por tres moléculas de 4cidos grasos esterificados

a una molécula de glicerol (alcohol de tres carbonos). Los méas comunes que encontramos en la

naturaleza en forma de grasas so6lidas a temperatura ambiente son los saturados, C16:0 (palmitico)
y C18:0 (estedrico), por el contrario, los insaturados se encuentran en forma liquida (aceites) a

temperatura ambiente (Bergasa, 2007). Los TG en forma de aceites mayormente contienen AG



de 6-10 carbonos y generalmente son de origen vegetal, mientras que los TG en forma de grasas
contienen mayormente AG de 10 o mas carbonos y son de origen animal (Martinez et el., 2010a).
En ambos casos (plantas y animales) su proposito principal es almacenar energia. Como
componente en la racion basal de los rumiantes, los TG son hidrolizados en el rumen para asi poder
liberar sus &cidos grasos y el glicerol, a menos que éste sea extremadamente saturado (Drackley,
2004). En adicion a las diferencias en contenido de AG y la ubicacion intramolecular de estos, las
grasas y aceites difieren en propiedades fisicas y quimicas tales como contenido de humedad,

punto de fusion, indice de yodo y grado de rancidez.

2.1.2 Composicion fisica y quimica
2.1.2.1 Determinacion del contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad en las grasas y los aceites se utiliza el método
por destilacion el cual consiste en una destilacion azeotrdpica entre el agua y un solvente no
miscible en fase acuosa, de la cual se separa el agua en el destilado y puede ser medida
volumétricamente. El sistema de destilacion se disefia de tal manera que el alimento, junto con el
disolvente elegido, se volatilizan en un matraz, se condensan en un refrigerante y se recogen en un
colector. Eldisolvente se mezcla en el colector con el mismo liquido y el exceso refluye y vuelve
al matraz; el agua, al ser mas densa, cae en la parte inferior del colector en el que existe un deposito
graduado y de forma tubular, pudiendo hacerse la lectura directa de su volumen recogido (Pefia,
C., 2010). Las grasas y aceites contienen al rededor de 15% - 18% de humedad (British Nutrition
Foundation, 2004).

2.1.2.2 Punto de fusion

El punto de fusion es la temperatura donde un compuesto sélido pasa a ser liquido, es decir,
se encuentra el equilibrio de fases solido-liquido. Las grasas y aceites no tienden a tener un punto
de fusion especifico a diferencia de substancias puras. El que un TG sea grasa o aceite va a
depender de los AG que se unen al glicerol para formarlo. Como antes mencionado, los aceites,
que son liquidos a temperatura ambiente, contenian AG de cadenas mads cortas que las grasas,
solidas a temperatura ambiente, esto se debe a que al aumentar el nimero de carbonos resulta en
un incremento en el punto de fusién, mientras que un aumento en los dobles enlaces (instauracion)

resultard en una disminucion del punto de fusion (Drackley, 2004). Para determinar el punto de



fusion se coloca una cantidad adecuada de muestra en un tubo capilar con apertura a un solo lado
y se inserta en el aparato determinador de punto de fusion “melting point meter” para que realice

la lectura (I.S.I. Handbook of Food Analysis, 1984).

2.1.2.3 indice de yodo

El valor de yodo de las grasas y aceites se define como la cantidad de gramos de yodo
absorbidos por 100g de aceite o grasa utilizando una solucion de Wijs y expresa el grado de
instauracion. La muestra de grasa o aceite es sumergida en tetracloruro de carbono y se trata con
un exceso de una solucién de mono-cloruro de yodo en &cido acético glacial (solucion Wijs). El
exceso de mono-cloruro de yodo se trata con yoduro de potasio y el yodo liberado se estima por

titulacion con una solucién de tiosulfato de sodio. (A.O.A.C., 2000)
2.1.2.4 Rancidez (oxidacion)

La rancidez es un proceso que provoca un deterioro o alteracion de los alimentos con alto
contenido de grasas o aceites, esta puede ser causada por oxidacion o por hidrolisis. La oxidacion
es un cambio quimico en el cual se transforma un cuerpo o compuesto a causa de la adicion de
atomos de oxigeno o la pérdida de electrones de alguno de los 4&tomos de otro elemento presente.
Existen distintas pruebas para establecer la rancidez de las grasas y aceites como el indice de
peroxido, la prueba de Kries y absorcion ultra violeta, en adicion medicion de acidos grasos libres.
El indice de perdxido es la prueba que se encarga de medir el grado de oxidacion que sufre un

aceite. (Manual of Methods of Analysis of Foods, 2005)

2.2 Metabolismo de lipidos en rumiantes
2.2.1 Digestion ruminal

Una vez el rumiante ha ingerido su alimento, los microorganismos del rumen son
los encargados de hidrolizar los GL o TG en &cidos grasos y glicerol. Esto ocurre mayormente
por la accion de lipasas, galactolipasas y fosfolipasas de origen principalmente bacteriano, pero
también pueden ser protozoarios las cuales se encargan de desdoblar los enlaces esteres (Figura
1). La liberacion del glicerol da como resultado por medio de su fermentacion la formacion del
acido propidnico. Este es absorbido a través del epitelio ruminal y transportado por la sangre en

la vena portal hasta llegar al higado donde actia como sustrato gluconeogénico (Martinez et al.,



2010b)

Como producto de la hidrélisis resultan acidos grasos libres saturados y no
saturados. Los acidos grasos libres no saturados sufren los procesos de isomerizacion e
hidrogenacion o biohidrogenacion en el complejo reticulo-rumen. Este proceso es necesario ya
que los acidos grasos insaturados son mas toxicos para las células microbianas ruminales que los
acidos grasos saturados, por lo tanto, la biohidrogenacién en el ecosistema del rumen es
esencialmente un proceso de desintoxicacion (Jenkins et al., 2008; Russell, 2002). Este proceso
de biohidrogenacion resulta tener un efecto negativo de las grasas hacia los microorganismos del
rumen y va a depender de que el grupo carboxilo este libre, lo que provoca que la lipdlisis pueda
convertirse en un factor limitante y como resultado, lo que afecte la lipolisis afectara la
biohidrogenacion (Bauman et al., 2003). Los &cidos grasos libres saturados van a pasar directo al

intestino para ser absorbidos y utilizados en los tejidos corporales con distintas funciones.

Fuente Suplemento Forraj Cereal Semillas
Tipo degrasa AGLOTG 6L 16 16

Hidrélisis

Hidrogenacion

Glicerol

OH
TG 0- AG —?—on + A® l
AG

0 AG OH AG [
T Ae 3 —

« Azicar OH Trans
GL
“E(O}- AG — OH + 2‘; / | AG

O- aAG OH

Aziicar \, Células Fosfolipidos re
Ll_l/ b ~»| microbi ’
AGV W:p’

Grasas Inertes

Abreviaciones:

GL-Glicolipidos; TG-Triglicéridos; AG- Acido Graso; AGV- Acido graso volatil; PL- Fosfolipido; T—— -
Acido graso adjunto a una particular de comida

Figura 1.Esquema de la digestion de grasas en el rumen. Davis, 1990. (Adoptado de Lock et
al., 2006)



Existen dos sustratos principales en los alimentos de los rumiantes para el proceso de la
biohidrogenaciéon de acido estearico (18:0), los 4cidos linoleico y linolénico, los cuales se
hidrogenan en una proporcion de 70 a 95% y 85 a 100% respectivamente en la mayoria de las
dietas (Figura 2) (Beam et al,, 2000; Doreau y Ferlay, 1994). Estos grandes niveles de
hidrogenacion se ven negativamente afectados por varios factores como por ejemplo; al ofrecerle
al animal dietas con altos niveles de concentrado resulta en un nivel bajo de pH y puede causar
una inhibicion en la lipolisis (Van Nevel y Demeyer, 1995 y 1996). Cuando hay un exceso de
lipidos desprotegidos en la dieta y el tamano de la particula dietética también ejercera un efecto
sobre la lipdlisis (Sauvant et al., 1999). La absorciéon de AG de cadena larga en el rumen es casi
nula, por lo que no hay explicacion exacta de la desaparicion de éstos. Existen tres teorias de la
inexplicable desaparicion; (1) Si aumenta la concentracion de acidos grasos en la dieta podria
haber un aumento en la absorcion ruminal; (2) células ruminales catabolizan los acidos grasos a
cuerpos cetonicos; (3) las bacterias que estan adheridas al epitelio podrian utilizar los 4cidos grasos

para la degradacion oxidativa (Doreau y Chilliard, 1997).

cis-9, cis-12 C18:2 cis-9, cis-12, cis-15 C18:3
Acido Linoleico a- acido Linolenico
l (Grupo A & B)
(Grupo A) ) )
cis-9, trans-11, cis-15 C18:3
l(Grupo A & B)
\ 4
cis-9, trans-11 C18:2 trans-11, cis-15 C18:2
(Grupo AN‘ (GFUWO B)
trans-11 C18:1 trans-15 y cis-15C18:1
Acido vaccénico
(Grupo B) l
C18:0

Acido esteérico

Figura 2. Vias bioquimicas para la biohidrogenacion de acidos linoleico y linolenico
en el rumen. (Bauman et al., 2003, adaptado de Harfoot y Hazlewood, 1997).



2.2.2 Digestion y absorcion intestinal

La absorcion o modificacion de los AG de cadena larga y mediana en el omaso y
abomaso es practicamente nula, lo que quiere decir que el material disponible para absorcion en el
intestino sera similar al que sali6 del rumen (Moore and Christie, 1984). Los lipidos que llegan al
intestino se encuentran dentro de las bacterias, en particulas alimenticias y en células endoteliales
descamadas, y son mayormente fosfolipidos (10-15%) y 4cidos grasos libres (85-90%),
predominantemente saturados (80-90%), con aproximadamente dos tercios de acido estearico y
aproximadamente un tercio de acido palmitico (Drackley, 2004; Demeyer y Doreau, 1999)(Figura
3). Cualquier triglicérido que entra en el intestino es hidrolizado por lipasa pancreatica (Noble,
1978). Los productos de la hidrélisis de las grasas son fundamentalmente AG libres y
monoglicéridos cuya absorcion ocurre mayormente en la region media y final del yeyuno, sin

embargo, para que esto ocurra es necesario la formacion de micelas.

Las micelas son discos de dos capas compuesto por sales biliares (secretadas en la bilis
desde el higado hacia el intestino por medio de la vesicula biliar), fosfolipidos y los lipidos
insolubles en el centro con capacidad para disolver (solubilizar) los AG insolubles en agua. Este
ultimo proceso con el propdsito de mover los AG a las células de la mucosa intestinal (enterocitos)
donde pueden ser adsorbido por estas (Davis, 1990; Drackley, 2004). La accion de las lisolecitinas
hace que la solubilizacién sea mejor y promueve el paso de los AG a través de la capa acuosa que

recubre las microvellosidades del intestino (Bauchart, 1993).
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Figura 3. Esquema de digestion intestinal de los AG en rumiantes. (Por Bauman y Lock, 2006)

2.2.3 Transporte y utilizacion de lipidos

Luego de la absorcion de los acidos grasos en las células intestinales, los acidos grasos de
12 carbonos o mas se reconvierten, en el enterocito, en TG al combinarse con glicerol producido
a partir del metabolismo de la glucosa en sangre (Cuvelier et al., 2005). Los TG se empaquetan
en particulas de lipoproteinas (quilomicrones o lipoproteinas de muy baja densidad, LMBD) en
combinacion con colesterol, fosfolipidos y proteinas especificas formando un tipo de proteinas
llamadas apoproteinas. Estas ultimas se encargan de dirigir el trafico y el uso de los TG
lipoprotéicos. Las apoproteinas poseen un tamafio grande (desde 200 hasta 4,500 amino 4cidos
aproximadamente) el cual les impide pasar directamente a la corriente sanguinea por lo que son
secretadas a la linfa que luego se devuelve a la corriente sanguinea llegando a varios 6rganos del
cuerpo como la glandula mamaria y musculos que puedan utilizar los TG (Drackley, 2004). En
cambio, los AG con menos de 12 carbonos en su molécula no se esterifican y pasan directamente

a la sangre por la vena porta (Hocquette y Bauchart, 1999).
2.3 Grasas inertes ruminales

Las grasas inertes ruminales o sobrepasantes son aquellas cuyas moléculas no pueden ser
degradadas por los microorganismos que habitan el complejo reticulo-rumen. Al ser grasas inertes

ruminales no son toxicas para los microbios que se dedican a la digestibilidad de la fibra, por lo
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tanto no hay efecto negativo de las grasas hacia los microorganismos. Hoy dia estas grasas son
muy populares en la alimentacion de ganado para leche para aumentar la densidad energética de
la dieta y ayudar a dar soporte en la produccion de leche y reproduccion (Loften et al., 2014). Hay
una serie de productos comerciales de grasas sobrepasantes o suplementos de grasa inerte del
rumen como las sales de calcio, grasas hidrogenadas de aceite de palma, acidos grasos de aceite
de palma fraccionados (C16), sebo parcialmente hidrogenado y pre mezclas de grasa seca (mezclas
de grasas vegetales y / o animales). Para dar la propiedad de ser inerte las grasas son sometidas a
una serie de tratamientos quimicos y fisicos (saponificacion con calcio, hidrogenacion o saturacion
parcial para aumentar su punto de fusion sobre los 50°C) con el proposito de evitar que los
microorganismos actiien sobre los nutrientes que se desea proteger. Deben tener un punto de

fusion mayor de 50°C.
2.3.1 Sales de calcio

El aceite de palma, el aceite de soya u otras fuentes de grasa se hidrolizan y reaccionan
con calcio para formar sales, lo que aumenta el punto de fusion del producto final (Solorzano y
Kertz, 2005). Su punto de fusion suele ser no menos de 90°C. Ademds, tienen una solubilidad a
un pH inferior a 5.5, un contenido de menos de 84% de materia grasa, una digestibilidad
aproximada de 80% y es absorbida en el intestino (Fenzo, 2005). Existe actualmente mucha
literatura documentada sobre la utilizacion de sales de calcio en dietas para rumiantes (He et al.,

2018; Gomez et al., 2016; Block et al., 2005).
2.3.2 Grasas hidrogenadas

Las grasas hidrogenadas se convierten inertes en el rumen al incrementar su punto de fusion
por medio de la hidrogenacion artificial e industrial. El problema con la hidrogenacion artificial
de las grasas resulta ser que utilizan niquel como catalizador y mientras mas necesidad de
hidrogenacion tiene el aceite o grasa que se utilice como base va a resultar en menos digestibilidad
en el intestino. Sin embargo se estima que estas grasas deben tener un 40% aproximadamente de

digestibilidad.
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2.3.3 Acidos grasos de aceite de palma

El aceite proviene de la planta de la palma de aceite (Elaeis guineensis). Esta palma solo
crece bien en climas tropicales es por esto que todos los paises con mayor produccion se encuentran
en el Sureste Asiatico, el Africa subsahariana y Suramérica (Oil World Annual, 2000). La parte
del mesocarpio externo y carnoso del fruto de la palma es lo que se utiliza para su produccion
(Hartley 1988). El rendimiento de este tipo de aceite si lo comparamos con otros cultivos como el
de coco, la oliva, mani y semilla de algodon la palma brinda mayor rendimiento de aceite por
unidad de terreno cultivado. La mayor parte de los acidos grasos son C:16 y tiene un indice de
yodo aproximado de 50 como minimo (Codex Alimentarius Commision, 1999). A diferencia de
las grasas hidrogenadas, el aceite de palma tiene la ventaja de ser una grasa hidrogenada
naturalmente lo que resulta beneficioso para el animal y con una mayor digestibilidad, 70-75%

aproximadamente.

El aceite de palma tiene un amplio niimero de aplicaciones en los alimentos gracias a su
perfil de AG y TG (cuadro 2). Actualmente existen productos industriales basados en aceite de
palma para darle un uso en la alimentacion de los rumiantes con el objetivo de aumentar la
densidad energética de la racion. EI procesamiento del aceite de palma comienza en su estado
crudo el cual tiene dos fracciones: (1) oleina (fraccion liquida con mayor contenido de AG
insaturados), que se utiliza para cocinar, freir, fabricar margarinas y mantecas; y (2) estearina
(fraccion solida con mayor contenido de AG saturados), que se usa para productos que requieren
un mayor contenido de grasas s6lidas como mantecas y margarinas mas duras y vanaspati (aceites
vegetales usados como sustituyentes de mantequilla en la India). Estas dos fracciones difieren en

sus propiedades fisicas y quimicas (Mba et al., 2015).
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Cuadro 2. Perfil porcentual de acidos grasos en el aceite de palma. (Adoptado de Mba
et al., 2015)

Acidos grasos Rango
Acido laurico (C12:0) 0.1-1.0
Acido miristico (C14:0) 0.9-1.5

Acido palmitico (C16:0) 41.8-46.8
Acido palmitoleico (C16:1)  0.1-0.3

Acido estearico (C18:0) 4.5-5.1
Acido oleico (C18:1) 37.3-40.8
Acido linoleico (C18:2) 9.1-11.0

Acido linolénico (C18:3) 0.4-0.6
Acido araquidico (C20:0) 0.2-0.7

2.4 Componentes sanguineos asociados al metabolismo de lipidos

Los metabolitos que contiene la sangre de un animal son indicadores de su estado
nutricional y fisiologico. Entre los componentes sanguineos asociados al metabolismo energético
del rumiante utilizados para diagnosticar el estado fisioldgico y nutricional en un rumiante esta la
hormona insulina, la glucosa, la relacion insulina: glucosa (RF), y la concentracién de acidos

grasos no esterificados (AGNE) y el cuerpo cetonico B-hidroxibutirato (BHB).
2.4.1 Insulina

La insulina es una hormona tipo proteico producida y secretada por el pancreas la cual
interviene en el metabolismo de los nutrientes (la proteina se degrada en aminodacidos, las grasas
en acidos grasos, y los carbohidratos en glucosa). El mecanismo de la secrecion de insulina en
rumiantes no se conoce del todo; una hipotesis sugiere que se debe al proceso de gluconeogenesis
del propionato en el higado, el cual genera un estimulo a través del sistema nervioso autdbnomo
para la secrecion por el pancreas (Reynolds, 2002; Bloom y Edwards, 1985). Entre sus funciones
se encuentra la regulacion de las concentraciones de glucosa, amino acidos, probablemente AGV
en la sangre, almacenamiento de reservas energéticas dentro de las células y transporte a tejidos
periféricos (Brockman, 1978). Se ha reportado que en la relacion de la insulina con el consumo
voluntario ocurre una disminucion asociada con un aumento en la concentracion plasmatica de

insulina, pero independiente de la concentracion plasmatica de glucosa (Mackle et al., 1999).
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2.4.2 Glucosa

La glucosa es un monosacarido (aldosa) y el principal azucar en la sangre de un animal.
Es de importancia fundamental como fuente de energia dietética. La glucosa tiene un papel muy
importante en el mantenimiento, funciones reproductivas, cerebro y otros tejidos como la gldndula
mamaria en la produccion de leche. Los requisitos de glucosa de los rumiantes se satisfacen en
gran medida a través de la sintesis de glucosa, que se produce predominantemente en el higado
utilizando precursores de glucosa absorbidos después de la fermentacion y la digestion de la dieta
(Reynolds, 2005). Es tan esencial que se ha comprobado que una falta en glucosa o bajos niveles
de glucosa, hipoglucemia, la cual experimentalmente se produce en cabras y vacas lactantes
mediante la administracion de insulina, produce una disminucion del rendimiento de leche y
aumentan los AGNE liberados por la lipdlisis que entran en la circulacion general (Herdt, 2000;

Bertics et al., 1992; McNamara, 1991).

2.4.3 Acidos grasos no esterificados (AGNE)

Los AG no esterificados son aquellos que se encuentran libremente en muestras bioldgicas
(plasma) y son utilizados mayormente como precursores en la sintesis de la grasa de la leche por
la glandula mamaria, o por el higado para distintos fines (Herdt, 2000; Pethick et al., 1984; Bell,
1980; Palmquist et al., 1969). EIl higado utiliza los AGNE para promover fuentes de energia,
producir cuerpos cetonicos, sintesis de TG, incorporarse a LMBD para ser transportados hacia el

tejido adiposo nuevamente, o ser almacenados como TG (McArt et al., 2013).

En animales rumiantes la capacitacion hepatica de AGNE desde el plasma sanguineo
ocurre en proporcion a su concentracion y al flujo de sangre al higado, mientras que, el flujo
sanguineo es proporcional al consumo de energia metabolizable. Cuando un animal posee un
balance de energia negativo su concentracion plasmatica de AGNE aumenta. Como Unica
excepcion a lo antes mencionado tenemos que el aumento de la concentracion plasmatica de acidos
grasos de cadena larga por el consumo de dietas ricas en grasa se acompafia de un aumento del

flujo de sangre al higado (Emery et al., 1992).
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2.4.4 p-hidroxibutirato (BHB)

El BHB es un cuerpo cetdnico el cual participa en el metabolismo energético y es utilizado
en la formacion de acidos grasos en la grasa de la leche. Es un producto fisioldégico de la
fermentacion de los hidratos de carbono en el rumen, directamente del &cido butirico cuyo
metabolismo ocurre especialmente en el epitelio ruminal y en el higado donde es transformado
finalmente. La concentracion de BHB aumenta cuando existe una deficiencia de energia ya que

representa la movilizacion de lipidos (Campos at al., 2004).

2.5 Relacion entre la adicion de grasas en la dieta y factores asociados al estrés

térmico.

2.5.1 Estrés Térmico

El termino estrés térmico es cominmente utilizado para indicar una condicion ambiental
que resulta adversa al bienestar del animal (Scott, 1981). En este caso, en areas tropicales
predomina el estrés térmico o mejor conocido como estrés por calor. Los animales son mas
productivos dentro de un rango de temperaturas conocido como la zona neutral térmica. Cuando
los animales estan expuestos a condiciones fuera de la zona neutral térmica (estrés por frio o calor),
deben gastar energia para mantener condiciones eutérmicas, esto se debe a que la temperatura
corporal es mas alta que el rango optimo especifico y la carga de calor total es mayor que la
capacidad de disipar calor (Collier et al., 2018, Bernabucci et al. 2010). Las temperaturas a las
que ocurre esto se denominan temperaturas criticas superiores e inferiores. El estrés térmico se
activa cuando las condiciones ambientales exceden la temperatura critica superior o inferior de los
animales domésticos que requieren un aumento en el metabolismo basal para lidiar con el estrés.
Los animales han desarrollado mecanismos de afrontamiento para minimizar el impacto de estos
factores de estrés ambiental en sus sistemas biologicos. Estas respuestas son: aclimatacion,
aclimatacion y adaptacion. La aclimatacion es la respuesta fenotipica coordinada desarrollada por
el animal a un factor estresante especifico en el ambiente (Fregley, 1996), mientras que la
aclimatacion se refiere a la respuesta coordinada a varios factores estresantes individuales
simultaneamente (Bligh. 1976) y por ultimo la adaptacion implica cambios genéticos a medida

que los ambientes adversos persisten durante varias generaciones de una especie (Collier et al.,
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2018). En adicion, los animales domésticos regulan este estrés a través de modificaciones
fisiologicas, mayormente cambios en los requerimientos nutricionales, siendo el agua y la energia
los mas afectados, provocando una reduccion en su desempefio productivo (Arias et al., 2008). Se
han propuesto tres factores principales para mejorar estos efectos del estrés por calor; modificacion

fisica, desarrollo genético y manipulacion dietética (Kadzere et al., 2002; Silanikove, 2000).

Existen distintos indices para poder identificar condiciones de estrés como por ejemplo el
indice de temperatura-humedad (THI) (Thom, 1959), tasa de respiraciéon (Hahn et al., 1997) y
escala de jadeo (Mader et al., 2006; Mader et al., 2005). Este tltimo viene siendo el tnico indice
basado fundamentalmente en el comportamiento de los animales, sin embargo, Brown-Brandl y
colaboradores (2005) concluyeron que la tasa de respiracion y la escala de jadeo son los mas
apropiados para monitorear el estrés por calor en el ganado. Otros parametros fisioldgicos como
el ritmo cardiaco y la temperatura rectal son también indicadores de un posible estrés térmico. En
el caso de los ovinos el mejor indice para identificar que sufren de estrés por calor seria la
temperatura corporal ya que no existe indice ni parametros exactos los cuales nos indiquen que
sufren de este fendmeno, sin embargo se sabe que son mas resistentes en comparacion al ganado

bovino.

2.5.1.1 Respuesta de la alimentacion al estrés térmico

El estrés por calor reduce el consumo de alimento, la rumia, la absorcion de nutrientes y
aumenta los requerimientos de mantenimiento (Beede and Collier, 1986). A través de la literatura
se destaca una relacion inversa entre la temperatura ambiental y el consumo voluntario del
alimento. Seglin Nienaber y colaboladores (2003), el ganado expuesto a cortos periodos de calor
disminuye su consumo de MS, especialmente cuando se le estd ofreciendo una dieta de alta
densidad energética; esta reduccion resulta ser la mayor influencia en la disminucion de la
productividad. La produccion de leche y el consumo de MS se ven mayormente influenciados por

la temperatura y el THI de dias previos (West et al., 2003)

2.5.1.2 Respuesta fisiologica

Las respuestas fisiologicas al estrés caldorico mayormente observadas son: el

aumento en la tasa de respiracion, aumento en las pulsaciones, sudoracion y vasodilatacion. La
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tasa de respiracion aumenta con el propdsito de aumentar la pérdida de calor (AE") por las vias
respiratorias (figura 4), sin embargo, en condiciones extremas la respiracion tiende a ser un poco
mas lenta y profunda ya que esto resultaria en mayor actividad muscular (McGovern y Bruce,
2000). La tasa de respiracion es uno de los principales mecanismos a considerar al momento de
evaluar el nivel de estrés por calor en el ganado ya que sigue casi el mismo patron de la temperatura

ambiental (Gaughan et al., 2000).

Radiacién solar
saliente Tcmpcr;n!uru
= Temperatura  del animal
Radiacién solar ambiental Pérdida por evaporacién
entrante del pelaje
Refraccion de la radiacién

mdal.\rga R

Pérdida por evaporacién

L

VIias respr ralonas
AE' Conduccion AE AIN —

Carga calor radiante) AE Conveccion

AE*

AE-

Consumo de alimento
Consumo de agua

Al“. Conduccion

Figura 4. Balance térmico en el ganado bovino (Arias et al., 2008; adaptado de Meat
& Livestock Australia, 2002).

2.5.1.3 Respuesta en comportamiento

Como respuesta a condiciones de estrés por calor los animales disminuyen el
tiempo dedicado a consumir alimento y su agresividad. Por otra parte, aumentaron el tiempo

dedicado al consumo de agua y permanecer de pie cerca de los bebederos (Brown-Brandl et al.,
2006)
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2.5.2 Suplementacion de acidos grasos

Las estrategias dietéticas para aliviar el déficit energético del que padecen los animales
bajo condiciones de estrés calorico incluyen aumentar la densidad energética de la dieta con
concentrados o suplementos de grasa (Drackley et al., 2003; Chan et al., 1997; Knapp and
Grummer, 1991). Debido a que las dietas con alto contenido de concentrado o aceites con alto
contenido de 4cidos grasos insaturados puede afectar la salud del rumen influyendo negativamente
la funcién de la membrana plasmatica bacteriana, la suplementacion de acidos grasos saturados
resulta ser la mejor opcidn bajo estas condiciones (Maia et al., 2007; Jenkins, 1993). Segun Wang
etal. (2010) la suplementacion de acidos grasos saturados causé una disminucion en la temperatura

corporal, aument6 la produccion de leche y el contenido y rendimiento de grasa en la leche.

2.6 Una revision de 100 afios: la alimentacion con grasa a las vacas lecheras

En publicaciones maés recientes se documentd una revision donde se destacan los
cambios mas significativos durante los ultimos 100 afios en el uso de suplementos de grasa
(Palmquist and Jenkins, 2017). El desarrollo de métodos de investigacion para la fisiologia, la
nutricion y el metabolismo, han permitido que estudios més especificos definan cémo los vacunos
hacen uso de la grasa. Wood en 1894 fue de los primeros en informar sobre los efectos de la
suplementacion con aceites concluyendo que esta suplementacion resultdé en un aumento en el
porcentaje de grasa en la leche. Posteriormente Jordan en 1897 y 1901 descubridé que la grasa
lactea puede producirse de carbohidratos, pero no fue hasta que Fingerling y sus asociados en 1904
y 1907 publicaran datos confirmando lo antes mencionado, en adicion a que las grasas en si mismas
se usa mas eficientemente que los carbohidratos y que dentro de cierto limites, el porcentaje de
grasa en la leche estd influenciado por la cantidad de grasa en la racion, no se habia logrado un
interés general en la suplementacion de grasas. Se ha llegado hasta investigaciones sobre los
efectos de la grasa suplementada sobre la composicion de la grasa de la leche seguido por preguntas
sobre la necesidad de las grasas para lograr una produccion maxima de leche.

El uso més importante de las grasas ha sido el continuo aumento en el potencial de
produccion de leche, lo que ha provocado que la vaca requiera cantidades cada vez mayores de
energia para obtener la méxima produccion de leche. Como resultado, la grasa se incluye en todos

los modelos computarizados modernos para formular raciones de lactancia.
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La investigacion lactea se ha centrado en complementar las grasas para "mejorar la salud”
segun el perfil de 4cidos grasos de la leche o aumentar los "acidos grasos beneficiosos" (Palmquist
et al., 2006) al disminuir los AGS (4cidos grasos saturados) y aumentar la proporciéon de AGNS
(acidos grasos no saturados), lo cual no siempre resulta beneficioso. German et al., (2009)
mostraron que no hay evidencia clara de que el consumo de productos lacteos se asocie
consistentemente con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular. Mas reciente aun, Siri-
Tarino et al. (2010b) no encontraron evidencia significativa para concluir que la grasa saturada en
la dieta se asocia con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares. Siri-Tarino etal. (2010a)
también demostraron que AGS mejora el perfil de particulas de lipoproteinas de baja densidad
pequefias y grandes en comparacion con los efectos de los carbohidratos de la dieta. Los
componentes de la leche y la leche continuaran siendo objeto de investigacion como fuentes de
alimentos nutricionales y funcionales, y se espera que disminuya la preocupacién por una

asociacion entre AGS lacteos y la salud.

3.0 Objetivos

Esta investigacion fue disefiada para evaluar los efectos de la inclusion de tres grasas inertes
ruminales en la dieta de los ovinos. Dos suplementos que consiste de una mezcla de triglicéridos
y acidos grasos libres (F1: 82.15% C:16 6 F2: 84.84% C:16) y otro de acidos grasos libres (AGL
96.98% C:16). Se determind los efectos de la adicion de las grasas sobre el consumo voluntario,
agua, MS, nutrientes y la digestibilidad de una serie de fracciones dietéticas: MS, PB, almidon,
FDN, EE. Ademads, se determiné el efecto de la adicion de las grasas a la dieta sobre algunos
componentes sanguineos, algunos acidos grasos saturados e insaturados y parametros fisioldgicos

asociados al estrés por calor.

4.0 Materiales y Métodos

El experimento se realizé en el proyecto de pequefios rumiantes localizado en los predios
de la Universidad de Puerto Rico, Recinto de Mayagiiez. Se utilizaron doce corderos criollos con
un peso vivo (PV) promedio de 25 kg y de ocho meses de edad y previamente esquilados y
desparasitados. Los animales se adaptaron a las facilidades fisicas y de manejo durante dos

semanas antes del periodo experimental. Se alojaron en jaulas individuales de 1.52 x 1.22 x 1.30m
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equipadas con comedero de piso doble y un balde para agua. Durante el periodo de adaptacion
fueron alimentados con heno de alfalfa, un bloque de sal con adicion de minerales trazas y agua
ad libitum. A cada cordero se le inyecto intramuscularmente un suplemento de vitaminas A, D y

E cada tres semanas y se le inspeccion6 rutinariamente por posibles problemas de salud.

El experimento tuvo una duracion de 84 dias divididos en cuatro periodos experimentales
de 21 dias cada uno, 14 dias de adaptacion a las dietas experimentales y 7 de recoleccion de datos.
En el estudio fueron comparadas cuatro dietas formuladas para cumplir con las recomendaciones
del “National Research Council” (NRC, 2007) para ovinos en crecimiento. La dieta basal proveyo
en estado natural 18% PB y fue compuesta en base seca de 50% de heno de alfalfa, 38.35% de
granos partidos de maiz y 11.65% de harina de soya. Se evaluaron 3 dietas con grasas inertes
ruminales ya sea como mezcla de TG y AGL (triglicérido con 4cidos grasos libres) (F1 y F2) o
AGL (acido graso libre) (85% C:16) a 1.75% de inclusion y formuladas con 50% de heno de
alfalfa, 36.24% de granos partidos de maiz y 12.01% de harina de soya (Cuadro 5). Las grasas
inertes evaluadas F1 y F2, son el resultado de aceite de palma fraccionado mientras que el

suplemento AGL es uno de tipo comercial.

El heno de alfalfa, el maiz picado y la harina de soya se adquirieron de suplidores
comerciales. Los corderos se asignaron aleatoriamente a seguir distintas secuencias de los
tratamientos experimentales en los 4 periodos de un disefio de cuadrado latino 4 x 4 repetido 3
veces. Se asignaron los tres animales de menor PV a un cuadro, los tres proximos menos pesado
al segundo cuadro y asi sucesivamente hasta formar los tres cuadros, cuyos promedios de PV

fueron 19.76, 25.34 y 28.52.
4.1 Animales y dieta

Antes de formular las dietas, se evaluaron muestras de los ingredientes a utilizarse para la
determinacion del contenido de MS, PB, almidon, EE y FDN a un laboratorio comercial (Dairyland
Laboratory Inc, Arcadia, WI). En adicidn, se cuantificé el contenido de acidos grasos en cada
ingrediente y en las tres grasas inertes ruminales a evaluarse (una grasa comercial (AGL) y dos
experimentales, F1 y F2). Las dietas experimentales se mezclaban semanalmente segiin el PV de
los animales. La cantidad de suplemento a ofrecerse fue de 1.75% en cada dieta suplementada con

grasa. Los doce corderos se alimentaron diariamente con sus respectivas dietas individuales a las
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7:00am a razén de 4% del PV en base seca.
4.2 Consumo voluntario de alimento y agua

Cada periodo del experimento consté de 28 dias, de los cuales 21 fueron de adaptacion a
las respectivas dietas y 7 de recoleccion de datos comparativos. Se pesaron los corderos al inicio
y final de cada periodo y se us6 el PV mas reciente para determinar la cantidad del ofrecimiento
individual de la dieta. Durante los ultimos 7 dias de cada periodo experimental se cuantifico en
cada cordero el alimento ofrecido y rechazado para determinar por diferencia el consumo
voluntario. En combinacion con el analisis quimico se determinoé el consumo voluntario de MS,
PB, almidon, EE, &cidos grasos totales y FDN. Se determin6 también en cada ovino el consumo
de agua cada 24 horas durante los 7 dias de recoleccion de datos. El consumo de agua se calculd

por diferencia en peso entre el agua ofrecida y la rechazada.
4.3 Determinacion de la digestibilidad aparente de MS y otras fracciones

Para determinar las digestibilidades aludidas las heces se colectaron y cuantificaron
utilizando bolsas recolectoras durante los ultimos 7 dias de cada periodo. Se tom¢ diariamente una
alicuota (10% del total recolectado) de cada animal y al final muestras compuestas de heces
individuales fueron secadas, molidas y enviadas, junto con muestras del alimento ofrecido y

rechazado, al laboratorio antes mencionado, para los analisis quimicos en cuestion.
4.4 Componentes sanguineos

El ultimo dia de cada periodo de colectacion de datos se tomaron muestras de sangre de
cada ovino de la vena yugular, utilizando agujas 20 x 11/2 y tubos VacitainerTM de plastico, sin
aditivo anticoagulante. Cada muestra fue centrifugada en una centrifuga “Eppendorf 5810 R”, a
1,800 rpm durante 20 minutos para colectar el suero sobrenadante. Las muestras de suero fueron
congeladas y enviadas a un laboratorio comercial (Diagnostic Center for Population and Animal
Health (DCPAH), Michigan State University East Lansing, MI), para su andlisis. Los

componentes sanguineos analizados fueron insulina, glucosa, RF , AGNE y BHB.
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4.5 Caracteristicas de las grasas inertes

Para determinar las caracteristicas de los suplementos de grasa inerte, muestras de estas
grasas se enviaron a un laboratorio comercial. Dairyland Laboratory Inc. en Arcadia, WI determin6
el por ciento de humedad (por destilacion), impurezas insolubles, materia insaponificable, indice
de Yodo, 4cidos grasos totales, acidos grasos libres y triglicéridos. También se analizaron las

muestras para el contenido de acidos grasos individuales.

4.6 Micro estructura de la grasa presente en los suplementos fotografiada por

microscopio electronico de rastreo

Para observar la estructura fisica de las grasas en las tres formas de F1, F2 y FFA bajo
estudio se utilizé un microscopio electronico de rastreo (MER) ubicado en el edificio de Biologia
de la UPRM. Muestras secas de cada grasa se prepararon para examinarse utilizando cilindros
especiales, pegandolas con cinta adhesiva de carbon a los cilindros y bafidndolas en oro, segun las
especificaciones del manufacturero. Las fotografias tomadas con el microscopio de rastreo

utilizaron una resolucion de 75 y 500x.

4.7 Parametros fisiologicos

Para determinar el efecto de la inclusion dietética de grasas inertes ruminales sobre
parametros fisioldgicos asociado al estrés calorico en cada ovino se cuantificaron medidas
fisiologicas asociadas al estrés térmico: RR (tasa respiratoria), RT (temperatura corporal) y RC
(ritmo cardiaco). El ritmo cardiaco (pul/min) de cada animal fue determinado colocando un
estetoscopio entre las costillas detrds del codo. La tasa de respiracion (resp/min) fue determinada
observando el movimiento del flanco y contando cada ciclo de exhalacion e inhalacion. La

temperatura corporal (°F) se tom6 por medio de un termometro digital via rectal.
3.8 Analisis estadistico

Los datos de las variables dependientes de consumo de nutrientes y agua, digestibilidades,

componentes sanguineos y pardmetros fisiologicos fueron analizados segin un disefio
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experimental cuadrado latino, 4 por 4, replicado tres veces utilizando el procedimiento Proc Mixed
de SAS (2009). Se realizaron tres contrastes para comparar los siguientes tratamientos
experimentales: el control versus los tres suplementados con grasa (C vs. F1+F2+AGL) y ambas

mezclas de TG con AGL (F1 y F2) por separados versus AGL (F1 vs. AGL; F2 vs. AGL).

El modelo utilizado fue: Yijk=p+oit+Bi+Yk+e€ijk

Yijk = variable dependiente

n = media general estimada

ai = efecto del tratamiento

3; = efecto del periodo experimental

Yk = efecto del ovino

€ijk = error experimental
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5.0 Resultados y Discusion

Las fuentes de grasa evaluadas en este experimento difieren en su perfil de 4cidos grasos
(cuadro 3). La fuente de 4cido graso AGL obtuvo menor contenido de TUFA, PUFA y MUFA
que F1 y F2. Acido Laurico/miristico, estearico y oleico como porciento de acidos grasos totales
también fueron menores en AGL. Sin embargo, el contenido de acido palmitico fue mayor por
14.83% y 12.14% unidades que en F1 y F2 respectivamente. Bajo el microscopio electronico de
rastreo se observaron diferencias en la superficie estructural y forma de las particulas en las
distintas fuentes de grasa. (Figura 5, 6 y 7). F1 aparecioé en forma de granitos esféricos y lisos
mientras que la estructura de F2 y AGL es asimétrica y rugosa. Las particulas de AGL también

aparentan ser de mayor tamafio y aparentan tener una superficie compuesta por pequefias lascas

sobrepuestas.
Cuadro 3. Perfil de acidos grasos de las grasas inertes ruminales

Componente F1 F2  AGL
Humedad, % 0.88 0.81 2.66
Materia Seca, % 99.12 99.19 97.34
Acidos Grasos Totales (AGT), % MS 99.39 99.99 99.99
Acidos Grasos Totales Insaturados (TUFA), %! 133 11.26 1.87
Acidos Grasos Poliinsaturados (PUFA), %' 2.03 1.73 0
Acidos Grasos Monoinsaturados (MUFA), %! 11.27 953 1.87
Laurico, Miristico %! (C 12:0, C 14:0) 095 091 0.81
Acido Palmitico, %' (C 16:0) 82.15 84.84 96.98
Acido Estedrico, %' (C18:0) 341 285 034
Acido Oleico, %' (C18:1) 11.27 953 1.61
Acido Linoleico, %' (C18:2) 203 1.73 0
Acido nonadecanoico, Acido Araquidénico %' (C19:0, C20:0) 0.19 0.15 0

1% de AGT, Acido Miristoleico, Palmitoleico, Margarico, Linolénico, Eicosanoico y Eicosatrienoico, Eicosapentaenoico,

Erucico, Docosahexaenoico, Lignocerico y Nervonico no fueron detectados.

*Analisis de acido graso se realizaron en el laboratorio Dailyland localizado en Arcadia, WI.
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/SX 25 kV

Figura 5. Grasa inerte ruminal - Aceite de Palma fraccionado 1 (F1) bajo microscopio electronico de rastreo 75x
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Figura 6. Grasa inerte ruminal - Aceite de Palma fraccionado 2 (F2) bajo microscopio electronico de rastreo 75x
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Figura 7. Grasa inerte ruminal — Acidos grasos libres (AGL) bajo microscopio electrénico de rastreo 75x
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Las dietas utilizadas en este experimento contenian en promedio 19.61% PB, 26.35%
almidon y 23.44% FDN. La grasa bruta en la dieta control fue de 3.52% y en las dietas que
contenian los suplementos F1, F2 y AGL fue de 5.15% (cuadro 4).

Cuadro 4. Dietas experimentales y la composicion quimica en base seca

Tratamiento Experimental

Ingrediente, (%) Control F1 F2 AGL
Heno de Alfalfa 50.00 50.00 50.00 50.00
Maiz en grano partido 38.35 36.24 36.24 36.24
Harina de Soya 11.65 12.01 12.01 12.01
Grasa Inerte 0.00 1.75 1.75 1.75

Nutrientes Proporcionados %!

PB? 19.62 19.61 19.61 19.61
Almidén 27.47 25.98 25.98 25.98
FDN? 23.75 23.61 23.61 23.61
EE* 3.52 5.15 5.15 5.15

! Base seca, % Proteina Bruta, * Fibra Detergente Neutro, 4 Extracto Etéreo

Se suplemento bloque mineral y vitamina intramuscular A, D, y E

La variacion por periodo experimental en contenido de nutriente de los ingredientes basales
se muestra en el cuadro 5. El contenido de materia seca, PB, almidon, FDN y EE de los
ingredientes utilizados en este experimento fueron relativamente uniformes durante los cuatro
periodos experimentales al igual que la proporcion de 4cido palmitico, 4cido oleico y dcidos grasos

no saturados (TUFA, MUFA, PUFA) de las fuentes de grasa.
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Cuadro 5. Contenido de cada ingrediente por periodo experimental

Heno de alfalfa Maiz en grano partido Harina de soya

Componente (%) Pl P2 P3 P4 Pl P2 P3 P4 Pl P2 P3 P4
MS 9488 954 9501 96.7 9241 9235 93.32 94.89 94.62 94.43 9433  96.33
PB!? 22.59 21.56 2191 1536 913 832 949 9.12 5149 531 4943  51.79
Almidon' 0.5 045 078 1.02 68.6 71.81 70.71 66.53 402 272 6.96 4.19
FDN!4 35.82 3696 36.55 48.01 7.66 853 7.55 896 8.51 8.1 8.23 8.19
EE'4 224 204 236 1.5 543 444 464 6.62 143 116 1.57 7.98
Proporcion de

acidos grasos

TUFA'® 59.7 60.94 58.84 59.53 84.78 84.45 8426 84.02 7831 7727 79.57 7794
PUFA!¢ 5322 5545 49.25 50.01 56.87 5691 56.65 57.27 61.51 62.13 6122 61.62
MUFA! 648 549 959 9.52 2791 27.54 27.61 26.75 16.8 15.14 1835 16.32
C16:0' Acido Palmitico 1.66 1.50 123 1.14 0.02 0.02 0.02 0.02 0.003 0.002 0.003  0.003
C18:1! Acido Oleico 036 028 0.17 0.15 0.05 0.04 0.04 0.04 0.003 0.002 0.003  0.002

! Base Seca, ? Proteina Cruda, 3 Fibra Detergente Neutro, * Extracto Etéreo, Acidos Grasos Totales Insaturados , ® Acidos Grasos Poliinsaturados,
7 Acido Graso Monoinsaturado
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Las cantidades diarias de almidon y EE ofrecido en las dietas difirieron entre tratamientos
(P<0.05) pero MS, PB y FDN ofrecido fue similar (cuadro 6). Sin embargo, las cantidades de MS
y nutrientes que no fueron consumidos fue similar entre tratamientos. Logicamente al afiadir la
fuente de grasa resultd en un aumento significativo en el consumo de EE. En este experimento los
ovinos apetecian las 4 dietas y las comian casi por completo, siendo las respectivas medias para el
control, F1, F2 y AGL de 1125.6, 1202.35, 1138.86 y 1222.90 g/d (P<0.38). Al expresarse el CMS
en relacion al peso vivo de los corderos estuvieron entre los estrechos limites de 3.37 a 3.60%
(figura 8). No se observo durante el experimento condiciones de salud y animo en los animales

con posibles implicaciones para la expresion del apetito y actividad ingestiva.

5.00

4.00 356 3.60

3.37 3.40

3.00

2.00

1.00

0.00
SEM=0.33

Control F1 F2 AGL

Figura 8. Efecto de la suplementacion con grasa inerte sobre el consumo diario de materia seca

como porciento en relacion al peso vivo de los ovinos.
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Cuadro 6. Efecto de la suplementacion con grasa inerte sobre el consumo y digestibilidad de varias fracciones dietéticas por ovinos

Tratamiento Experimental Probabilidad
Componente Control F1 F2 AGL SEM Tratamiento Periodo Controkvcsi.LFl, F2, F2 vs. AGL F1 vs. AGL
Oftecido, g/d
MS 1273.33 127734  1298.74 1280.2  123.1 0.24 0.01 0.26 0.16 0.11
PB!? 24791 248.14 25139 24938  23.79 0.40 0.01 0.35 0.37 0.15
Almidén' 350.06 333.66 338.53 33441 33.14 0.02 0.01 0.01 0.25 0.18
FDN!3 306.18 305.09 31221 304.68 29.23 0.41 0.01 0.78 0.14 0.16
EE!# 43.64 65.04 66.46 65.98 5.83 0.01 0.01 0.01 0.29 0.31
Rechazado, g/d
MS 147.67 74.99 159.88 57.29 53 0.36 0.01 0.37 0.14 0.22
PB!? 33.31 16.23 30.43 10.93 11.55 0.35 0.07 0.23 0.18 0.33
Almidon! 12.35 5.63 29.67 2.58 11.62 0.37 0.18 0.98 0.1 0.15
FDN!3 29.78 13.77 25.63 8.78 0.45 0.26 0.04 0.16 0.16 0.32
EE!# 3.88 4.89 9.01 2.43 2.66 0.26 0.07 0.57 0.06 0.23
Consumo, g/d
MS 1125.66  1202.35 1138.86 12229 100.82 0.38 0.01 0.25 0.21 0.34
PB!? 214.59 231.91 22096 23845 19.71 0.35 0.36 0.18 0.2 0.44
Almidon! 337.7 328.03 308.85 331.83  31.92 0.30 0.01 0.25 0.15 0.23
FDN!? 276.4 291.32 286.58 295.9 29.56 0.37 0.01 0.11 0.41 0.67
EE!# 39.75 60.15 57.44 62.54 2.66 0.01 0.01 0.01 0.11 0.39
Digestibilidad, %

MS 75.1 76.95 75.94 75.73 0.85 0.30 0.01 0.17 0.82 0.3
PB!2 77.61 79.8 79.48 79.27 1.04 0.37 0.01 0.08 0.87 0.81
Almidon! 99.71 99.75 99.77 99.75 0.03 0.69 0.52 0.28 0.63 0.67
FDN!3 39.2 45.88 43.72 42.69 232 0.12 0.01 0.03 0.7 0.43
EE'# 81.2 82.56 85.55 85.59 0.92 0.02 0.01 0.05 0.97 0.07

! Base Seca, ? Proteina Cruda, * Fibra Detergente Neutro, * Extracto Etéreo
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Los coeficientes de digestibilidad de MS, PB y almidon determinados en las 4 dietas
experimentales muestran notaria uniformidad al presentar diferencias no mayores de 1.85% para
MS, 2.19% para PB y 0.04% para almidon. Llama la atencion que los ovino digirieron el almidon
ingerido esencialmente por completo. La digestibilidad de FDN en el tratamiento control
(P<0.012) fue menor 6.68%, 4,52% y 3.49% que en F1, F2 y AGL, respectivamente. Diferencias
significativas (P<0.02) en la digestibilidad de EE fueron detectadas favoreciendo los tratamientos
conteniendo grasas inertes ruminales. La digestibilidad de EE en dietas conteniendo F2 y AGL
fue 4.35% y 4.39% mayor que el tratamiento control. Sin embargo, esta diferencia fue de solo
1.36% entre dietas sin grasa inerte ruminal y aquellas conteniendo F1.

A través de todo el periodo experimental se observo un efecto significativo (P<0.05)
atribuible al periodo, en el ofrecimiento de materia seca y nutrientes. Excepto por el consumo de
PB y la digestibilidad de almidon, el periodo también afecto el consumo de MS, almidon, FDN y
EE y la digestibilidad de la MS, PB, FDN y EE. Estas diferencias observadas se explican
claramente por el aumento en peso de los corderos durante el transcurso del experimento.

La prueba de contraste entre el tratamiento control versus las tres grasas inertes ruminales
indican que no hubo diferencia en la MS, PB y FDN oftrecido, no hubo diferencias en los rechazos
de la MS y fracciones, y no hubo diferencia en la digestibilidad de la MS, PB y almidon (cuadro
6). Sin embargo, incluir las grasas inertes ruminales a la dieta, disminuy6 (P<0.01) el ofrecimiento
de almidon por 14.52 g/d y aumento el de extracto etéreo 22 g/d. El aumento en las fracciones de
EE en los alimentos con grasas inertes ruminales resulté en un mayor consumo y digestibilidad de
esta fraccion dietético respecto al control, y una mayor digestibilidad de FDN por 3.36 unidades
porcentuales.

No se observaron diferencias (P<0.05) entre F2 y AGL en la cantidad de MS y nutrientes
ofrecidos, rechazados, consumidos ni en la digestibilidad de estos componentes dietéticos. Una
respuesta similar se obtuvo al comparar F1 vs. AGL, excepto que la digestibilidad de EE tendio6 a
ser mayor (P<0.07) en la grasa inerte conteniendo acidos libres que en la grasa de aceite de palma
fraccionada por 3.03% (85.59 versus 82.50).

El efecto de la suplementacion con grasa inerte del rumen en las cantidades de TUFA,
PUFA y MUFA ofrecidas en la dieta, rechazadas y consumidas y los coeficientes de digestibilidad
correspondientes se muestran en el cuadro 7. Los contrastes entre control y las tres grasas, F1 vs.

FFA y F2 vs. AGL de las mismas variables también se presentaron en el cuadro 7. Se observo un
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efecto (P<0.01) atribuido al tratamiento para el ofrecimiento de las tres fracciones de 4cidos grasos,
para el consumo de MUFA (P<0.01) y para la digestibilidad de los tres componentes dietéticos
TUFA, MUFA y PUFA (P<0.03). Elcontraste de tratamiento especifico del control versus F1, F2
y AGL revel6 valores mas altos (P <0.01) con adicién de las grasas para TUFA y MUFA ofrecidos
y el consumo de MUFA, pero valores mas bajos para la digestibilidad de TUFA y MUFA (Cuadro
7). El contraste de F1 versus AGL mostr6 una mayor (P <0.01) digestibilidad de TUFA y MUFA
a favor de AGL, mientras que el contraste F2 versus AGL mostrd ventajas para F2 en TUFA y
PUFA ofrecido, pero valores mas altos para AGL en MUFA ofrecido, consumido y digestibilidad
y una tendencia (P <0.06) en la digestibilidad de TUFA.

A pesar de las diferencias encontradas entre la digestibilidad de TUFA (F1 vs. AGL) y
MUFA (F1 vs. AGL y F2 vs. AGL) los valores de estas fracciones dietéticas superan al 90%.
Aunque si podemos inferir que la digestibilidad de MUFA disminuye en grasas inertes

provenientes del fraccionamiento de aceite de palma (F1 y F2).
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Cuadro 7. Efecto de la suplementacion con grasa sobre pasante sobre el consumo y digestibilidad de TUFA, PUFA y MUFA

Tratamiento Experimental Probabilidad
Componente Control F1 F2 AGL SEM  Tratamiento Periodo Control vs. F2vs. AGL  F1vs. AGL
F1,F2, AGL
Oftrecido, g/d
TUFA!? 18.95 21.17  21.16 18.79 1.95 0.01 0.01 0.01 0.01 0.94
PUFA!3 13.47 13.48  13.67 13.09 1.3 0.01 0.01 0.6 0.01 0.12
MUFA"* 5.48 7.69 7.49 5.72 0.71 0.01 0.01 0.01 0.01 0.08
Rechazado, g/d
TUFA'? 1.17 0.88 1.94 0.33 3.14 0.24 0.26 0.58 0.08 0.1
PUFA!3 0.85 0.47 1.26 0.25 0.41 0.34 0.03 0.69 0.09 0.18
MUFA"* 0.32 0.41 0.68 0.07 0.21 0.25 0.03 0.77 5 0.38
Consumido, g/d
TUFA!? 17.78 20.29  19.21 18.46 3.41 0.4 0.26 0.88 0.22 0.1
PUFA'? 12.61 13 12.41 12.83 1.16 0.73 0.01 0.77 0.46 0.29
MUFA®# 5.17 7.28 6.81 5.64 0.62 0.01 0.01 0.01 0.01 0.08
Digestibilidad, %
TUFA'? 98.73 97.19 97.73 98.55 0.23 0.01 0.33 0.01 0.06 0.01
PUFA!3 99.41 99.35 99.34 99.5 0.04 0.03 0.97 0.81 1 0.94
MUFA!* 97.09 93.33  94.80 96.39 0.71 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

' Base Seca: 2 Acidos Grasos Totales Insaturados , 3 Acidos Grasos Poliinsaturados, * Acido Graso Monoinsaturado
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El cuadro 8 presenta la data de siete fracciones de acidos grasos de los cuales una fraccion
es una combinacion de acido laurico (C12:0) y miristico (C14:0) y cinco fracciones representan
los acidos simples de palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) (saturado) y linoleico, oleico y
linolénico (todos C18 no saturados) y finalmente la ultima fraccion es la suma de los cuatro acidos
previos individuales (C18 total). El efecto principal del tratamiento fue significativo (P <0.01) en
relacion con la oferta de acidos grasos de todas estas fracciones, excepto el acido linolénico. El
tratamiento fue significativo con relacion al rechazo de acido linolénico y con el consumo de todas
excepto las fracciones de acidos linoleico y linolénico. El tratamiento fue también significativo
para la digestibilidad de los é4cidos linolénico, oleico y C18 total (cuadro 8). El contraste de
tratamiento especifico de la adicion de grasa versus el control reveld efectos positivos (P <0.01)
de lo anterior en lo ofrecido de 4cidos palmitico, esteérico, oleico y C18 total (Cuadro 8). El otro
contraste mostrd un mayor ofrecimiento de acido esteérico con F1 o F2 que con AGL, y de acidos
laurico / miristico (P <0.02), estedrico, linoleico, oleico y C18 total, pero no acido palmitico, con
F2 que con AGL . La adicion de grasa dio como resultado consumos superiores a los del control
de acidos palmitico, estearico, oleico y C18 total. Tanto F1 como F2 (P <0.04) dieron un mayor
consumo de acido estearico que AGL; F2 también excedid AGL en el consumo de acido oleico,
mientras que lo inverso ocurrid con acido palmitico. En cuanto a la digestibilidad, la de acidos
linoleico y oleico (P <0.01) fue mayor en la ausencia de la adicion de las grasas suplementarias;
AGL dio una mayor digestibilidad de 4cido oleico que F1 y/ o F2, y valores mas altos que F2 para
acidos linoleico y C18 totales. AGL dio una mayor digestibilidad en C18 total (P <0.05) en

comparacion a todos los tratamiento.
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Cuadrado 8. Efecto de la suplementacion con grasa inerte sobre los dcidos grasos individuales ofrecidos, rechazados, consumido y digestibilidad.

Tratamiento Experimental Probabilidad
Componente Control Fl1 F2 AGL SEM Tratamiento Periodo Controkg.LFl, F2, F2 vs. AGL F1vs. AGL
Oftrecido, g/d

Acido Laurico, Miristico! ND 0.2 0.2 0.18 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.92
Acido Palmitico' 3.97 21.45 2279 25.58 1.87 0.01 0.01 0.01 0.01 0.14
Acido Estearico! 0.61 1.33 1.24 0.68 0.09 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Acido Linoleico' 11.79 11.82 1197 114 1.14 0.01 0.01 0.54 0.01 0.16

Acido Oleico! 5.29 7.5 7.29 5.46 0.62 0.01 0.01 0.01 0.01 0.08

Acido Linolenico' 1.65 1.64 1.67 1.66 0.15 0.53 0.01 0.9 0.45 0.14

C18! 19.34 2228 2218 192 2.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.66
Rechazado, g/d

Acido Laurico, Miristico! ND 0.03 0.03 0.01 0.01 0.06 0.02 0.02 0.15 0.89
Acido Palmitico' 0.51 2.54 3.29 1.44 1.06 0.12 0.01 0.06 0.13 0.53
Acido Esteérico' 0.06 0.12 0.15 0.02 0.04 0.16 0.01 0.49 0.04 0.65
Acido Linoleico' 0.52 0.3 0.98 0.14 0.33 0.33 0.07 0.9 0.08 0.16

Acido Oleico! 0.28 0.38 0.65 0.06 0.20 0.24 0.04 0.71 0.04 0.34

Acido Linolenico! 0.33 0.17 0.28 0.11 0.10 0.01 0.36 0.2 0.22 0.41

c18! 1.19 097 206 0.34 0.64 0.32 0.03 0.92 0.06 0.24
Consumido, g/d

Acido Laurico, Miristico! ND 0.18 0.17 0.17 0.01 0.01 0.29 0.01 0.74 0.68
Acido Palmitico' 3.46 1891 19.5 24.15 1.26 0.01 0.29 0.01 0.01 0.6
Acido Esteérico' 0.55 1.21 1.1 0.65 0.07 0.01 0.05 0.01 0.01 0.04
Acido Linoleico' 11.27 11.52 10.99 11.27 1.05 0.72 0.01 0.97 0.54 0.25

Acido Oleico’ 5.01 7.12 6.64 5.39 0.54 0.01 0.01 0.01 0.01 0.07

Acido Linolenico' 1.31 1.47 1.39 1.54 0.13 0.43 0.01 0.21 0.28 0.57

Cc18! 18.15 21.31 20.12 18.86 1.77 0.01 0.01 0.01 0.15 0.17
Digestibilidad, %

Acido Laurico, Miristico! ND 652 7636 69.68 5.46 0.26 0.37 ND ND 0.33
Acido Palmitico' 56.61 6742 7244 6192 10.07 0.69 0.13 0.35 0.45 0.72
Acido Estearico! 38.15 19.59 21.32 19.18 14.11 0.72 0.05 0.26 0.88 0.9
Acido Linoleico' 99.61 9942 99.5 99.6 0.03 0.01 0.66 0.01 0.03 0.07
Acido Oleico' 97.07 932 9467 96.23 0.56 0.01 0.69 0.01 0.01 0.02
Acido Linolenico' 98.93 98.67 99.05 98.78 0.28 0.79 0.10 0.77 0.51 0.35
Cc18! 95.67 92.81 93.54 95.82 1.14 0.01 0.17 0.05 0.03 0.47

! Base Seca
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Los metabolitos sanguineos analizados en este experimento mostraron valores que estan
de acuerdo con los tipicos que corresponden a corderos sanos (Duygu Udum et al., 2008; Wittwer,
2006) (cuadro 11). La adicion de tres fuentes diferentes de grasas ruminalmente inertes a la dieta en
el nivel de 1.75% BS no afectd la concentracion de insulina, glucosa, NEFA y BHB en la sangre de
los corderos (Cuadro 9 y 10). Si se observé efecto del periodo sobre los componentes sanguineos
de los ovinos, lo que podria estar asociado a la diferencia en peso.

Cuadro 9. Efecto de la suplementacion con grasa sobrepasante en
los componentes sanguineos de ovinos.

Tratamiento Experimental

Componente Control F1 F2 FFA
Insulina, pmol/dL 10.8 10.42 995  9.88
Glucosa, mmol/L 4.31 4.46 4.33 4.25
RF! 0.13 0.13 0.12  0.13
AGNE, mEq/dL 0.22 0.29 022 0.23
BHB, mg/dL 6.44 6.05 6.39  6.35

"Proporcion de Insulina:Glucosa

Cuadro 10. Efecto de la suplementacion con grasa sobrepasante en los componentes sanguineos

de ovinos.
Probabilidad
) . Control vs.

Componente SEM  Tratamiento  Periodo F1, F2, FFA F2vs. FFA  FFA vs. Fl
Insulina, pmol/dL 0.91 0.88 0.01 0.5 0.95 0.72
Glucosa, mmol/L 2.09 0.34 0.11 0.72 0.49 0.27
RF! 0.01 0.96 0.01 0.66 0.79 0.79
AGNE, mEqg/dL 0.04 0.54 0.10 0.55 0.83 0.22
BHB, mg/dL 0.31 0.78 0.01 0.6 0.92 0.41

"Proporcion de Insulina:Glucosa

Cuadro 11. Valores Normales de Metabolitos Energeticos en Sangre Ovina

Metabolitos Valor Normal Referencia
Glucosa 2.4 - 2.2 mmol/L Wittwer, 2006
BHB 2.08 - 6.25 mg/dL Wittwer, 2006
AGNE <0.6769 mEq/L Wittwer, 2006
Insulina 16.67 - 250 pmol/L Duygu Udum et al., 2008
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Cuadrado 12. Efecto de la suplementacion con grasa inerte sobre parametros fisiologicos

Tratamientos Experimentales Probabilidad
Control vs.
Componente Control F1 F2 AGL SEM Tratamiento  Periodo F1, F2, AGL F2vs. AGL  Flvs. AGL
Ritmo cardiaco (lat/min) 109.20 108.03 109.61 110.28 2.57 0.82 0.06 0.96 0.79 0.3601
Tasa respiratoria (resp/min)  73.91 71.08  78.58  69.41 3.79 0.06 0.00 0.75 0.01 0.63
Temperatura corporal (°C) 39.36 39.43 3942 3942  0.11 0.64 0.04 0.21 1.00 0.88

Cuadro 13. Valores normales de parametros fisiologicos

Componente Rango Promedio
Ritmo cardiaco (pul/min) 70 - 90 75
Tasa respiratorio (resp/min) 10-20 20
Temperatura corporal (°C) 38-39 38.5

Sheep production handbook, 2002.

Cuadrado 14. Efecto de la suplementacion con grasa inerte sobre el consumo de agua

Tratamientos Experimentales Probabilidad
Control vs.

Componente Control F1 F2 AGL SEM  Tratamiento Periodo F1,F2, AGL F2vs. AGL  Flvs. AGL
Consumo de agua (L/D) 4.46 4.85 4.27 4.31 0.36 0.35 0.06 0.96 0.91 0.11
CA/PV 14.67 15.62 13.73 13.86 1.23 0.29 0.01 0.76 0.90 0.09
Relacion CA/CMS 4.16 4.10 3.88 3.59 0.35 0.33 0.03 0.27 0.39 0.52
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La adicion en la dieta de grasas inertes ruminales es también una estrategia para reducir el
estrés por calor en animales domésticos. El ritmo cardiaco promedio 109.28 lat/min y la tasa
respiratoria 73.24 res/min de los corderos (cuadro 12) fue mayor a los valores normales reportados
en ovinos (cuadro 13). La adicion de las grasas inertes no alterd los parametros fisioldgicos.
Solamente se observo una menor tasa respiratoria en ovinos con AGL en la dieta que en aquellos
con F2, pero en ambos casos con valores superiores al rango normal. A pesar de sobrepasar los
valores normales, ésto no es evidencia de que los ovino estuvieron en estrés por calor.

El utilizar grasas inertes en la dieta tampoco afectd el consumo de agua, el consumo de
agua con relacion al peso vivo animal ni la relacion consumo de agua consumo de MS, aunque si se
observaron menor valores en corderos con AGL en la dieta (cuadro 14).

Los suplementos de grasa se utilizan en las dietas de rumiantes para aumentar la densidad
de energia y ayudar a la absorcion de nutrientes solubles en grasa (NRC, 2007). Sin embargo, la
suplementacion de grasas inadecuada también puede tener efectos negativos sobre la produccion de
rumiantes. Los altos niveles de adicion de grasa pueden ser perjudiciales para la ingesta de materia
seca, las poblaciones de microbios ruminales y el metabolismo, y también pueden exceder la
capacidad del intestino delgado para digerir y absorber 4cidos grasos (Coppcock y Wilks, 1991). El
equilibrio entre los efectos positivos y negativos de la adicion de grasa en la produccion de rumiantes
puede depender del nivel de alimentacion y la fuente y la forma quimica del suplemento. Las fuentes
de grasa difieren en el nivel de saturacion, las proporciones de acidos grasos individuales y el grado
en que la grasa esta protegida de la digestion en el rumen (Allen, 2000; Coppcock y Wilks, 1991).
El metabolismo de las grasas en animales rumiantes es un proceso muy complejo que involucra la
digestion ruminal y postgéstrica, en la que el metabolismo ruminal de los lipidos de la dieta tiene un
gran impacto en el perfil de los acidos grasos que estan disponibles para absorcion y utilizacion del
tejido. Las dos principales reacciones quimicas que se producen son la hidrolisis de los enlaces éster
en los lipidos y la biohidrogenacion de los enlaces dobles o triples de los acidos grasos insaturados.
La hidrdlisis de los lipidos de la dieta se debe principalmente a la actividad de las bacterias del
rumen, y aunque el grado de hidrolisis es generalmente alto (> 85%), se han identificado varios
factores que afectan la velocidad y el grado de hidrolisis. Por lo tanto, la seleccion adecuada del
suplemento de grasa a usar es importante para maximizar los beneficios para la nutricion de los
rumiantes. Un suplemento de grasa ideal deberia maximizar el consumo de alimento y la digestion

de la fibra ruminal, mantener o aumentar el contenido de componentes de la leche y mejorar la salud
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animal y la eficiencia reproductiva. Ademas, el suplemento de grasa seleccionado debe ser digerible
en el intestino delgado, facil de usar y costo efectivo. La literatura consultada indica que las fuentes
de grasa de origen animal (i.e. sebo) son las principales fuentes de lipidos que se han evaluado en
las dietas de rumiantes. Sin embargo, la evaluacion de fuentes vegetales ruminalmente inertes (i.e.,
aceite de palma), con diferentes grados de saturacion y diferentes formas quimicas ha sido objeto de
investigaciones recientes. Una grasa inerte ruminal ofrece la ventaja de no perturbar la fermentacion
ruminal normal, sin embargo, la forma de la grasa (triglicéridos vs. acido graso libre) que ingresa al
intestino puede influir en su digestibilidad, con AGL siendo més digestible que TG (Doreau y

Chillard, 1997).

Souza et al. (2017), evaluaron los efectos del tamafno de la particula de suplementos de
grasa altos en acido palmitico sobre el consumo y digestibilidad de nutrientes y respuestas de
produccion en ganado lechero. Se evaluaron tres tamainios de particulas de grasa, pequetios (284 +
12.4 um), medianos (325 + 14.7 um) y grandes (600 + 17.4 pm). El tamafio de particulas de las
grasas no tuvo efecto en el consumo de MS, rendimiento y componentes de la leche, o la eficiencia
de utilizacion de alimento. Sin embargo, las particulas grandes tendieron a aumentar el contenido de
grasa en la leche en comparacion con las pequetias (4.28 vs. 4.22%), y aumento de la digestibilidad
de C16 en comparacion con las medianas (74.2 vs. 71.0%) y pequeiias (74.2 vs. 71.7%). Ademas,
las particulas grandes aumentaron la digestibilidad total de los acidos grasos en comparacion con las
medianas (78.1 vs. 75.6%) y pequenias (78.1 vs. 76.0%). La reduccion del tamafio de particula
disminuyo la digestibilidad de los acidos grasos, pero no tuvo ninglin efecto sobre el rendimiento

del animal en las condiciones dietéticas y el tamafio de las particulas evaluadas.

En un experimento previo, se evaluaron dos suplementos de dieta ruminalmente inertes
obtenidos de aceite de palma fraccionado como triglicéridos (APF) o AGL cuando se incluyeron al
4% de la dieta con respecto a la ingesta de nutrientes y la digestibilidad y los pardmetros sanguineos
en corderos (Negron, 2016). Se encontrd que la forma quimica del suplemento graso tuvo efectos
sobre la utilizacion de nutrientes y el posterior metabolismo energético en corderos en crecimiento.
En ese experimento, la adicion de 4% grasa inerte elevo el contenido de EE en la dietade 3.1 2 6.9%
y resultdé en mayor consumo de varios acidos grasos en especial el 4cido palmitico (C16:0). Las tres
dietas no difirieron en digestibilidad de la MS (73.2% promedio), pero el EE de la dieta AGL se
mostro mas digerible (84.7%) que el control (73.3%) y de la dieta APF (70.9%). La suplementacion

40



con APF resulté en una menor digestibilidad que los otros tratamientos de los AGT (91.2 vs. 73.1%)
y los AG mas abundantes (C16:0, 52.5 vs. 80.7%; C18:1, 91.4 vs. 97.9%). El efecto mas notable
que ejercid la adicion de grasa en la composicion de la sangre fue aumentar la concentracion de
AGNE (mEq/dl) de 0.14 en el control a 0.17 y 0.24 en los tratamientos APF y AGL respectivamente.
La adicion de AGL pero no de APF, se asoci6é a mayor actividad de insulina en la sangre, sin que
esto se reflejara en la concentracion de glucosa ni de BHB.

Los presentes resultados mostraron diferencias en el consumo de almidén y EE y &cidos
grasos individuales como se determind previamente. La inclusion de F1, F2 o AGL no afecto la
digestibilidad de la MS, PB o almidon, pero mejord la de NDF y EE. Esto representa evidencia que
apoya el concepto de inercia ruminal en los suplementos de grasa. Entre las fuentes de grasas, hubo
una tendencia hacia una mayor digestibilidad de EE de AGL en comparacion con F1.

La digestibilidad de los acidos grasos individual estd influenciada por el consumo de MS,
consumo de grasa y las caracteristicas de la grasa tanto en la dieta basal como en el suplemento de
grasa. En el caso presente, una fuente de grasa en forma de acidos grasos libres (AGL) di6 como
resultado una mayor digestibilidad de TUFA y MUFA que los productos de aceite de palma
fraccionados (F1 y F2). El consumo de acido palmitico también fue mayor en la dieta AGL. Aunque
no se detectaron diferencias estadisticas entre los tratamientos en la digestibilidad de C16: 0, la
adicion de fuentes de grasa a la dieta aument6 su digestibilidad en un promedio de 10.61% unidades
en comparacion con el control. Entre las fuentes de grasa, la digestibilidad del acido palmitico fue
numéricamente mayor en el aceite de palma fraccionado que en AGL. Del mismo modo, no se
detectaron diferencias entre los tratamientos en la digestibilidad de C18: 0, y la adicion de fuentes
de grasa a la dieta disminuy¢ su digestibilidad en un promedio de 18.12% unidades por debajo de la
del control. También se observaron diferencias leves en la digestibilidad de los acidos grasos
insaturados (i.e., &cidos oleico y linoleico) entre las fuentes de grasa.

Experimentos previos han informado que la digestibilidad de EE y AG especificos podria
estar influenciada por las concentraciones de ciertos componentes sanguineos relacionados con el
metabolismo de las grasas. Por ejemplo, ;como la hidrélisis de TG antes de la deposicion de AG en
los adipocitos es afectada por la alimentacion con grasa?. Sin embargo, en este experimento, la
suplementacion de grasa no afectd a los componentes sanguineos en relacion con el control, y los
niveles séricos de estos componentes estuvieron dentro de los limites normales para las ovejas

(Duygu Udum et al, 2008; Wittwer, 2006). En experimentos relacionados, Weiss et al. (2011)

41



informaron que la digestibilidad de la MS, la MO y la energia eran similares al comparar un
suplemento de AG saturado o un jabon Ca de AG con un TG derivado de aceite de palma en dietas
para vacas lecheras. Wu et al (1999) encontraron que los suplementos lipidicos como sebo y dos
productos basados en grasa comercial disminuyeron la digestibilidad total de C16 de 84.3% en la
dieta de control a 83.4, 78.8 y 80.4% para sebo y los productos comerciales, respectivamente. Elliot
et al. (1999) también informaron que la digestibilidad de los acidos C16 totales disminuy6 de 72.3%
para la dieta de control a 72.1, 67.0 y 61.2% para las dietas que contienen dos productos comerciales
o destilados de grasa hidrogenada, grasa prensada, respectivamente. En una serie de tres
experimentos con ovejas, Conner (2007) evalud la digestibilidad comparativa del tracto total de los
acidos palmitico y estérico y observo una disminucion de la digestibilidad con una mayor ingesta de
AG saturados en la dieta. Conner (2007) indic6é que al alimentar una mezcla de 35% de TG + 65%
de AGL de aceite de palma, la digestibilidad del AGT disminuyd en comparacion con la de un
suplemento de AGL de origen de sebo, pero no difirio de la digestibilidad de AGT de un suplemento
de origen de aceite de palma 100% AGL. Esto sugiere que la fuente de AG (animal vs. vegetal) o la
composicion de AG del suplemento puede influir en la digestibilidad de AG.

Los presentes resultados apoyan la generalizacion hecha por Lock et al. (2006) de que los
suplementos de AGL saturados o sus fracciones pueden diferir en la digestibilidad general de
nutrientes y acidos grasos. En el presente experimento, tres suplementos de grasa ruminalmente
inertes, en forma de acidos grasos libres o fraccionados compuestos principalmente de &acido
palmitico, mostraron diferencias significativas en la digestibilidad de EE, FDN y acidos grasos

individuales, y 4cidos grasos totales insaturados y monoinsaturados.

Los presentes resultados también indican que adicionar grasas inertes ruminales en la dieta
a un nivel de inclusion de 1.75% no alterd los pardmetros fisioldgicos asociados al estrés por calor
ni el consumo de agua en corderos. En estudios relacionados, Maurya et al., (2018) evaluaron los
efectos acumulativos del estrés por calor, estrés nutricional y combinado (calor y nutricién) sobre
la adaptabilidad fisioldgica, las respuestas bioquimicas y endocrinas de la sangre en los ovinos de
Malpura. Encontraron que los ovinos bajo estrés por calor (42°C y 55% humedad) resultaron tener
un mayor RR y RT lo cual se puede deber a un mecanismo para contrarrestar el estrés térmico
efectivamente por mecanismo de enfriamiento por evaporacion respiratoria. El estrés combinado

influencio significativamente en todos los parametros adaptativos estudiados, sin embargo, el
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estudio muestra que los ovinos de Malpura tienen la capacidad de adaptacion a dos tipos de estrés
(caldrico y nutricional) simultdneamente ya que no se obtuvo diferencia significativa en RR, RT,
la tasa de sudoracion del escroto y la piel y la concentracion de haemoglobina entre los grupos de
estrés por calor y estrés combinado. En estudios relacionados en bovinos, Akhlaghi at al., (2017)
compararon la suplementacion de dos grasas: aceite de palma alto en acido palmitico y sales de
calcio de AG insaturados a un 2.8% en BS de la dieta para ganado lechero bajo estrés térmico y
encontraron que la suplementacion con grasa no afect6 el rendimiento de produccion de vacas de
mediana produccion sometidas a estrés por calor, pero el suplemento de aceite de palma aumentd
la produccion de leche y grasa de leche en vacas de alto rendimiento. Otros estudios existentes
informan resultados contradictorios sobre el efecto de la adicion de grasa sobre pasante en
condiciones de estrés térmico. Algunos estudios mostraron un efecto beneficioso para los
rumiantes bajo estrés por calor (O'Kelly, 1987; Jennings-Croci, 2002) y otras investigaciones
revelaron ineficiencia (Knapp y Grummer 1991; Bunting et al., 1996) o efectos perjudiciales

(Huber et al., 1994; Gaughan y Mader 2009).
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6.0 Conclusiones

La adicion de 1.75% de grasas inerte aumento el nivel de EE en la dieta de 3.52% a 5.15%
y el de 4cido palmitico mientras que el almidon disminuy6 de 27.47% a 25.98%, en adicion,
aumento el contenido del acido palmitico (C16:0).

El contenido de almidon en la dieta disminuy6 de 27.47 a 25.98% con la adicion de las
grasas inertes.

Fotografias tomadas bajo MER demostraron que las grasas muestran diferencias en la
estructura fisica y su superficie.

La inclusion de grasas inertes no afectod el consumo de nutrientes, a menos que fuera pre
determinado.

Los suplementos de grasa no afectaron la digestibilidad de la DM, PB o la digestibilidad del
almiddn, sin embargo, la digestibilidad de la FDN y la EE aumento con la alimentacion de
suplementos de grasa. Estos efectos sobre la digestibilidad de los nutrientes apoyan el
concepto de inercia ruminal de los suplementos de grasa.

Hubo una tendencia a que AGL tuvieran una mayor digestibilidad de EE en comparacion
con F1.

La digestibilidad de TUFA y MUFA fue mayor en el tratamiento control que en aquellos
conteniendo grasas inertes.

La digestibilidad de TUFA y MUFA vari¢ entre las tres grasas pero la de PUFA fue similar.

La digestibilidad de acido linoleico, oleico y 4cidos grasos C18 fue mayor en el grupo
control que en aquellos con las grasas inertes.

La digestibilidad de acido linoleico, oleico y AG C18 fue mayor en AGL que en F2.
La digestibilidad de acido linoleico y acido oleico fue mayor en AGL que en F1.

Dentro de lo componentes sanguineos estudiados no se observé diferencia significativa
entre tratamientos.

La adicion de grasas no afect6 el consumo de agua y los parametros fisioldgicos asociados
al estrés por calor.
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