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RESUMEN

Se presentan resultados de un ensayo en ¢l que se evalud el efecto del pastoreo de
praderas de trébol violeta v de raigrds inglés durante el verano sobre la produccion y
composicidén de dcidos grasos (AG) de la leche de vacuno. El experimento se realizd
entre el 25 de julio y el 26 de septiembre de 2010, con tiempo seco y caluroso. La
calidad nutricional del pasto se redujo conforme avanzaba la estacion de pastoreo en
ambos tratamientos, de forma menos marcada para el pasto de trébol violeta, que mostrd
valores superiores de digestibilidad de 1a materia organica (entre 3%y 5%) y de proteina
(entre 35% y 60%) ¢ inferiores de fibra neutro detergente (entre 35% y 36%) que los del
raigras a lo largo del ensayo. El perfil de AG de ambas especies fue predominantemente
insaturado, representando el dcido o-linolénico el 55,8% v el 63,8% del total de AG
para el trébol violeta y el raigrds inglés, respectivamente. La produccion diaria de leche,
materia grasa, proteina y extracto seco magro fue superior (+12,3%, +13,4%, +11,7%
y +11,5% respectivamente) para las vacas que consumieron ¢l pasto de trébol violeta.
Los contenidos de la leche en grasa, proteina, lactosa y extracto seco magro no se¢ vieron
afectados por los tratamientos. El pastoreo de trébol violeta aument6 el contenido de
la leche en 4cido a-linolénico (+69,0%), AG trans C18:1, AG poliinsaturados totales
(+29,2%). AG omega-3 totales (+54,0%) v redujo el ratio omega-6/omega-3 (-17,5%)
respecto del raigras inglés, mientras que no se detectaron diferencias significativas en ¢l
contenido en CLA total. Se concluye que ¢l trébol violeta puede ser un cultivo forrajero
util para extender la estacién de pastoreo en Galicia durante el verano en los sistemas de
produccidn de leche diferenciada en base a su perfil saludable de AG para el consumidor.

Palabras clave: I.eguminosas pratenses, vacas de leche, produccion de leche,
composicion de la grasa.
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INTRODUCCION

Un ndmero creciente de explotaciones de leche gallegas estan interesadas en
diferenciar su leche en base al modelo de manejo de la alimentacién del ganado con
pastos y forrajes. Se trata de conseguir de forma natural un producto con un perfil de
4cidos grasos (AG) mds acorde con las recomendaciones dietéticas de la Organizacién
Mundial de la Salud (WHO, 2003).

La grasa lactea contiene un balance de AG menos favorable que los de la grasa
vegetal o los del aceite de pescado, conteniendo una alta concentracién de C14:0 a
C16:0 y bajas concentraciones relativas de AG poliinsaturados. La leche de vacuno es
el tercer alimento en importancia en relacién al consumo de lipidos por la poblacién
espaiiola detras de los aceites vegetales de oliva y girasol (Toledano-Diaz, 2001), por lo
que es de interés incidir en la modificacién de su composicién. En términos generales, el
objetivo de modificar la composicion de la leche de vaca es reducir las concentraciones
de acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0) debido a sus efectos
hipercolesterolémicos y aumentar la concentracién de AG insaturados, en particular los
de la serie omega-3 y el dcido linoleico conjugado (CILA), considerados beneficiosos
para la salud humana en numerosos estudios (por ejemplo Pariza, 1999; Parodi, 1999;
Hughes y Dhiman, 2002; Lock y Baumann, 2004; Lock y Shingfield, 2004; Wahle et
al., 2004; Yaqoob et al., 2004; Tricon et al., 2005). Recientemente se ha comprobado
en modelos animales que el consumo de dcido vaccénico (C18:1 11¢#) produce efectos
beneficiosos en la salud similares a los descritos para el CLLA. (Field et al., 2009).

En un reciente estudio de la Agencia Nacional Francesa de Seguridad Sanitaria
de la Alimentacién (ANSES, 2011) se recomienda, para la prevencién del riesgo de
determinadas enfermedades metabdlicas, cardiovasculares y neuropsiquidtricas, que
en la dieta diaria el consumo de dcidos grasos saturados totales no supere el 12% del
aporte energético total diario y no rebasar el 8% mediante la ingesta de los AG saturados
laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0). Al mismo tiempo recomienda
un consumo minimo de determinados AG poliinsaturados considerados esenciales como
el dcido linoleico (C18:2 n6c, cabeza de la serie omega-6) y el dcido o-linolénico (C
18:3 n3c, cabeza de la serie omega-3) fijando un intervalo de entre 2% y 5% del aporte
energético diario total para el primero y de entre el 0,8% y 1% para el segundo.

La composicion en dcidos grasos de la leche depende del genotipo de la vaca y del
estado de lactacion, pero el método mds adecuado para influir en aquella es el manejo de
la nutricién (Givens y Shingfield, 2006). Una dieta suplementada con lipidos de origen
marino, aceites vegetales o semillas de oleaginosas ejerce un efecto positivo en la mejora
el perfil lipidico de la leche (Dhiman et al., 1999; Lock v Garnsworthy, 2002; Dewhurst
et al., 2006), si bien esta opcion encarece notablemente el coste de la alimentacién. En
opinién de Elgersma et al. (2006), la alimentacién de las vacas de leche con forrajes
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representa la forma mads natural, sostenible v econémica de conseguir mejorar la calidad
de la leche desde el punto de vista nutricional. La alimentacién con forrajes aumenta el
contenido en AG poliinsaturados omega-3 y de CLLA de la leche (Dewhurst et al., 2003a,
2000) puesto que aquellos son una fuente natural rica en 4cido a-linolénico (C18:3 n-3)
y el CLA proviene mayoritariamente de la biohidrogenacién ruminal del a-linolénico a
4cido vaccénico y la posterior desaturacién de éste en la glandula mamaria (Harvatine
et al., 2009). Las leguminosas en general v el trébol en particular tiene el potencial
de mejorar el perfil de AG de la leche en términos de las recomendaciones dietéticas
actuales para los humanos (Dewhurst ez al., 2003b).

Ciertas industrias lacteas gallegas bonifican la leche enriquecida de forma natural
en AG del grupo omega-3 respecto de la leche estandar, lo que constituye un estimulo
econdmico para los ganaderos. Normalmente las explotaciones que estdn en este
programa realizan el pastoreo de las praderas (dominadas por especies gramineas,
fundamentalmente raigras inglés) durante el periodo de comienzos de primavera a
mediados o finales de julio, lo que combinan con la suplementacién al ganado en el
establo. A partir de esta época empieza a sentirse el efecto de la falta de humedad
sobre el crecimiento de los pastos y su calidad se deteriora, siendo preciso alimentar al
ganado con ensilados. Esto provoca un aumento de los gastos en alimentacién no sélo
por el mayor coste de los ensilados respecto del forraje pastado, sino porque es preciso
recurrir a la suplementacién de la racién con semillas o aceites de oleaginosas ricos en
AG poliinsaturados (por lo general lino) a fin de mantener el perfil graso de la leche
requerido por la industria.

En esta situacién los ganaderos muestran interés por conocer las posibilidades de
poder ampliar la estacién de pastoreo mediante la utilizacién de especies pratenses
que extiendan su estacién de crecimiento en el verano manteniendo un adecuado valor
nutricional. El trébol violeta (Trifolium pratense 1..) ofrece ventajas especificas como
planta pratense comparada con otras especies de climas templados. Entre ellas se cita
la presencia de la enzima polifenol oxidasa en esta planta que mejora la utilizacién del
Ny la proteccidn a la saturacién de los lipidos en el rumen (Sullivan v Hatfield, 2006).
Es una excelente forrajera utilizada para ensilar y en pastoreo que une a su propiedad de
ser una planta mejorante del suelo otras caracteristicas agrondémicas positivas como la
facilidad de establecimiento, vigor temprano, rapido crecimiento, alto valor nutricional
y buen rendimiento (Smith, 2000). Su raiz profunda, por otra parte, permite extraer
humedad de horizontes inferiores del suelo y presentar un mejor comportamiento a las
situaciones de falta de humedad, comparado con los raigrases (Brown et al., 2005).

A pesar de estas ventajas, tal y como indica Pifieiro (2002) en su andlisis sobre
la situacién de los prados y praderas de Galicia, en el ultimo cuarto del pasado siglo
se observé una reduccion en el uso de esta leguminosa, en paralelo a la evolucion de
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los sistemas de produccién de leche hacia modelos intensivos. En la actualidad es
una especie poco utilizada, como lo demuestra el hecho de que las compras de esta
semilla por parte de las cooperativas agrarias gallegas suponian a finales de los noventa
aproximadamente el 3% del total de las semillas forrajeras adquiridas. No hay en la
bibliografia mucha informacién relativa al efecto de la alimentacién con trébol violeta
consumido en pastoreo sobre la respuesta productiva v composicién de la leche de
vacuno, siendo mucho mas abundante para el caso de los ensilados, lo cual se relaciona
con que esta leguminosa resiste mal su aprovechamiento a diente con presiones altas
de pastoreo y con su limitada persistencia en el terreno (Wilkins y Jones, 2000; Ford y
Barret, 2011).

En el presente articulo se presentan resultados de un ensayo en el que se evalué el
efecto del pastoreo de praderas de de trébol violeta y de raigras inglés durante el verano
sobre la produccion y composicion de la leche de vacuno. Estos trabajos estan orientados
a mejorar ¢ innovar los sistemas forrajeros de las explotaciones lecheras gallegas, y se
realizan en el CIAM dentro del proyecto de investigacién PGIDIT 09MRUO12Y titulado
“Leche de vaca rico en componentes funcionales obtenido de forma natural mediante la
alimentacién con pastos y leguminosas forrajeras en las granjas de Galicia”, liderado por

la empresa [.eyma Central Lechera S.A. y cofinanciado por la Xunta de Galicia.

MATERIAL Y METODOS

Localizacién y duracion del ensayo

El estudio se realizé desde finales de julio a finales de septiembre de 2010 en la finca
del CIAM sita en Mabegondo (Abegondo, A Coruiia). La finca estd situada en la zona de
influencia de las Rias Altas en la costa atlantica de Galicia, a una altitud de 100 m sobre
el nivel del mar, con suelos de tipo cambisol hiimico, de textura franco-limosa y de
fertilidad media. Se evaluaron dos tratamientos de pastoreo con vacas de leche (praderas
monofitas de raigrds inglés y de trébol violeta) con tres periodos de ensayo, precedidos
por dos semanas de adaptacién de los animales a los tratamientos, que se extendieron del
25 de julio al 15 de agosto (periodo 1); del 16 de agosto al 5 de septiembre (periodo 2) y
del 6 al 26 de septiembre (periodo 3).

Pastos

Se utilizaron dos parcelas de dos ha cada una, en cultivo monofito de trébol violeta
(cv. Lemmon, diploide) y de raigras inglés, (cv. Heraut, diploide) a dosis de 40 kg y 30
kg de semilla/ha, respectivamente. Esta habia sido sembrada en otoifio de 2007 mientras
que aquella lo habifa sido finales de marzo de 2010. La semilla de leguminosa estaba
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inoculada. La fertilizacién se ajusté a lo indicado por Piifieiro et al. (2009) para cultivos
forrajeros en suelos de moderada acidez y contenido medio en fésforo e postasa.

Animales

Fueron utilizados 15 vacas lecheras de raza Holstein del rebafio experimental del
CIAM, pluriparas, que estaban en el 5° mes de lactacion (fecha media de parto del 20
febrero de 2010), de un potencial productivo moderado (8 000 kg de promedio por
lactacién). Las vacas fueron asignadas al azar a tres grupos homogéneos en cuanto a
su produccién media del periodo preexperimental, dias en leche y niimero de parto. El
ensayo estaba inicialmente disefiado para evaluar tres tratamientos de pasto (las dos
especies referidas en el presente articulo y un pasto de alfalfa), pero este dltimo hubo de
ser descartado debido a la escasa implantacién de la especie sembrada. Por esta razén en
cada periodo sdlo se utilizaron en el ensayo dos de los grupos, que se iban alternando,
de forma que todos los animales pasaron al final del ensayo por los dos tratamientos
de pastoreo. Las vacas fueron ordefiadas dos veces al dfa, a las 8:00 h y a las 20:00
h. El pastoreo tenia lugar durante el dia, entre los dos ordefios, permaneciendo las
vacas estabuladas por la noche. L.a dieta consisti6 en el consumo de pasto a voluntad
durante el pastoreo y una mezcla unifeed en el establo, ofrecida en grupo a las 5 vacas
de cada tratamiento, consistente en 23 kg de ensilado de planta entera de maiz (33%
de materia seca) y dos kg de concentrado comercial con un 23,5% de proteina bruta,
cuya composicién (en porcentaje sobre peso fresco) era del 45,1% de soja; 44,8% de
harina de maiz; 5,0% de cascarilla de soja y 5,1% de un corrector vitaminico-mineral.
El manejo del pastoreo de las vacas se realizé con la ayuda de dos hilos mdviles
electrificados, siguiéndose el manejo apuntado por Vazquez-Yaiiez et al. (2005) por el
cual los animales se cambiaban cada dos o tres dias cuando la altura media de la hierba
pastada era igual o inferior a 10 cm. La superficie de las subparcelas era variable, entre
1500 m? y 2000 m? y la medida de altura del pasto en la zona pastada se determiné
diariamente mediante una regla graduada, efectuando un total de 50 contactos, al azar,
por subparcela. El disefio de la zona de pastoreo en cada tratamiento fue realizado de
forma que las vacas tuvieran siempre acceso a una zona arbolada donde los animales
podian descansar a la sombra y disponian de agua fresca. El grupo de vacas que en
cada periodo no estaba incluido en el ensayo pastaba una pradera mixta de graminea-
leguminosa y recibia la misma suplementacién que los otros dos grupos. Los animales
se pesaron durante dos dias consecutivos a la misma hora, tras el ordefio de la maifiana,
al comienzo del periodo preexperimental y al comienzo y al final de cada periodo.

Toma de muestras

La produccién de leche de cada vaca en cada ordefio fue registrada diariamente a
lo largo de todo el ensayo. Las tomas de muestras de leche, pastos, ensilado de maiz
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y pienso se concentraron en la tdltima semana de cada periodo. Se tomaron muestras
individuales de leche de cada vaca durante tres dias (martes a jueves) en seis ordeiios
consecutivos de mafiana y tarde en la citada semana. Uno de los dias de la misma, e
inmediatamente antes de la entrada del ganado en una subparcela nueva, se tomaron
unos 250 kg de pasto de cada tratamiento mediante una motosegadora de 0,90 m de
anchura de peine. Estas muestras fueron introducidas en sacos de plastico de 75 L. de
capacidad y conservadas congeladas a -20° C hasta la determinacién de la evaluacién
de digestibilidad in vivo a la finalizacién del ensayo de pastoreo con las vacas de leche.
Antes de cerrar los sacos en la parcela se tomaron dos alicuotas del pasto de cada
tratamiento de 1000 g cada una, manteniendo en nevera con hielo una de ellas, que fue
inmediatamente secada en estufa a 80° durante 16 h y posteriormente conservada a 4°
C para determinacion de AG y la otra se trasladé al laboratorio para la determinacién
de materia seca y realizacién del analisis floristico, andlisis de composicién quimica y
determinacién de digestibilidad in vitro. Un dia por semana se tomaron muestras del
ensilado de maiz y del pienso ofrecido al ganado para determinacién de materia seca y
analisis quimico.

Analisis fisicoquimico de la leche

Las muestras de leche de cada ordefio se mantuvieron refrigeradas a 4° C y se
trasladaron inmediatamente al Laboratorio Interprofesional Gallego de Andlisis de
Leche (LIGAL), donde se estimaron los contenidos en grasa, proteina, lactosa y extracto
seco magro por espectroscopia infrarroja (Milkoscan), segiin el procedimiento interno
PE/LIGAL/34 del citado laboratorio.

Analisis quimico-bromatolégico de muestras de pastos, ensilado de maiz y pienso

La preparacién de las muestras de forrajes y concentrados para las posteriores
determinaciones por via himeda se realiz6 mediante secado en estufa de aire forzado
Unitherm, a 80 °C, durante 16 horas, determinando el contenido en materia seca por
gravimetria y posterior molido a 1 mm en molino de martillos Christy&Norris. Sobre
las muestras molidas de pastos y de ensilado de maiz se determinaron: el contenido en
humedad residual y cenizas (CZ) mediante desecacién a 102 °C y posterior calcinacién
secuencial a 460 °C en un analizador termogravimétrico MACS500 de Leco (LECO
Corporation, St. Joseph, MI, EEUU); el de proteina bruta (PB), expresada como
nitrégeno (N) total x 6,25, determindndose el N mediante digestiéon micro Kjeldahl
seguida de la determinacién colorimétrica del i6n amonio, segtin el método descrito por
Castro et al., (1990) adaptado al autoanalizador de flujo continno AAIII (Bran-Luebbe,
Inc., Technicon Industrial Systems Corp., Tarrytown, NY, EEUU); el de Fibra Neutro
Detergente (FND), Fibra Acido Detergente (FAD), Celulosa (CEL) y Lignina (LAD)
se realizaron siguiendo los procedimientos propuestos por Van Soest y Robertson
(1991) para FND y por Goering y Van Soest (1970) para FAD, CEL y LAD, adaptados
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al digestor Fibertec System modelo 1020 de la marca Foss Tecator y al FibreAnalyzer
(ANKOM Technology Co., Fairport, NY, USA); el contenido en carbohidratos no
estructurales (CNET) y carbohidratos solubles en agua (CSA) se realizé seguin Castro
(2000) y el andlisis de grasa total (EE) se realizé por el método oficial AOAC (2003)
para forrajes, cereales-grano y alimentos animales en general, utilizando un equipo
Soxtec TM 2050 de FOSS (FOSS Analytical AB, Hogenis, Suecia). La determinacién
de la digestibilidad in vitro de la materia organica (DoTT) de las muestras de forrajes
se realiz6 mediante el método de Tilley-Terry modificado por Alexander y McGowan
(1969), utilizando como animales donantes dos vacas secas canuladas en rumen,
alimentadas a nivel de mantenimiento con una dieta compuesta por heno de buena
calidad, ensilado de hierba de pradera, ensilado de maiz y un concentrado del 23,5% PB
a base de harina de cebada y soja. Fl analisis del concentrado se realizé por NIRS en las
dependencias del LIGAL.

Digestibilidad ir vivo del pasto

Por cada tratamiento se utilizaron seis carneros castrados de mas de dos afios de
edad, de raza gallega, alojados en jaulas metabdlicas dotadas con separadores de heces y
orina. L.os animales dispusieron de un corrector vitaminico-mineral a libre disposicién y
recibieron las dietas a evaluar como tnico alimento, que se ofrecié en una tnica comida
a primera hora de la mafiana a un nivel restringido equivalente a unos 35 g de materia
seca (MS) por kg de peso vivo metabélico (P*7) inicial. La racién diaria de los animales
de cada tratamiento se preparé mediante la mezcla del pasto, previamente descongelado,
procedente de cada uno de los tres periodos del ensayo de pastoreo con vacas de
leche. La evaluacién consté de un periodo de adaptacién de los animales de 10 dias
de duracién, seguido por 11 dias continuados de pesaje v muestreo diario del alimento
ofrecido, rechazado y las heces producidas, para cada animal. El muestreo se realizé
una sola vez al dia, tomdndose una alicuota del 10% del alimento ofrecido y rechazado
y el 20% de las heces producidas para cada animal. [.as muestras tomadas diariamente
se acumularon congeladas a -20 °C, hasta el final del ensayo. LLas muestras de alimento
ofrecido se analizaron para MS, MO, N, FND, FAD, CEL, LAD, CNET, CSA y DoTT
y las de alimento rechazado y las de heces para MS, MO, N y FND segtin los métodos
descritos en el apartado anterior.

Analisis de acidos grasos en muestras de pastos

La preparacion de las muestras de pasto para el andlisis de AG se realizé mediante
secado en estufa a 80° C durante 16 h y posterior molienda a 1 mm. Se adopté esta
metodologia por adaptarse mejor a las rutinas de laboratorio del CIAM en funcién de
los resultados expuestos por Arvidson et al. (2009) y de trabajos previos realizados
en el CIAM (Dagnac, datos no publicados), relativos a comparacién de métodos
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de preparacién de la muestra de forraje antes de la extraccion de AG. Sobre las
muestras molidas los AG fueron simultineamente extraidos v metilados mediante el
procedimiento propuesto por Sukhija y Palmquist (1988) con alguna modificacién. Para
ello se afiadieron 1 ml de tolueno y 1 ml de patrén interno C19:0 (1 mg/ml) a 250 mg
de muestra de forraje, seguido de la adicién de 3 ml de disolucién de acido clorhidico
metandlico (preparado a partir de acetil cloruro y metanol). Tras de la agitacién un
minuto en agitador vortex, las muestras se incubaron durante 2 horas en un baifio de agua
a 70 °C. Posteriormente la solucidn se enfrié a temperatura ambiente y se le afiadieron
5 ml de disolucién de carbonato potasico al 6%, 2 ml de hexano, 1 g de sulfato sédico
anhidro y 2 g de carb6n activado. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante
5 min (2500 rpm, 20°C) y la fase organica (sobrenadante) se evapord en corriente de
nitrégeno hasta obtener un residuo aceitoso que se disolvié en 0,8 ml de hexano y
se congel6 hasta su andlisis por cromatograffa de gases. Los ésteres metilicos de los
4cidos grasos fueron separados, identificados y cuantificados por cromatografia de gases
utilizando un equipo TRACE ULTRA (Thermo Scientific) con detector de ionizacién de
llama (FID), Autosampler modelos AI/AS 3000 (Thermo Scientific) y software Chrom
Card Gas Chromatography Date System (Thermo Scientific). Se empleé una columna
capilar de silice SP™_2560 (100 m x 0,25 mm x 0,2 um) y el gas portador fue el helio
con un flujo de 0,6 ml/min. Las temperaturas de inyector y del detector fueron 250 y 260
°C, respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 1 pl fijando la temperatura inicial
de la columna a 140°C durante 5 min, aumentando posteriormente a 200°C con un flujo
de 4°C/min y manteniendo esta temperatura durante 5 min. Finalmente la temperatura
subié a 240°C con un flyjo de 3°C/min durante 5 min y se mantuvo asi 38 min. Cada
4cido graso fue cuantificado a través de calibracion interna utilizando como patrones
internos los dcidos C 9:0, C17:1, y C20:2 metilados.

Analisis de acidos grasos en muestras de leche

Las muestras de leche pertenecientes al ordefio diario de cada vaca se mantuvieron
congeladas a -20° C y el andlisis de AG se realizé en el laboratorio de control de calidad
de la empresa LEYMA, S.A. La extraccién y metilacion de AG se realizé a partir de
2 mL de leche a la que se le afiadieron 15 ml. de metéxido sédico al 1,5% en metanol
en un matraz aforado de 100 mL. Tras colocar en el matraz un refrigerante de aire y
mantenerlo en estufa a 75° C durante 10 min con reflujo de suave, se aiiadieron 15
ml. de 4cido sulfdrico al 3% en metanol y permanecié en la estufa otros 10 min en las
mismas condiciones. Enfriado el matraz a temperatura ambiente se afiadieron 4 ml. de
hexano y se completé el aforo del matraz con cloruro sédico al 5% en agua destilada. La
separacién de fases fue completa a los 5 minutos, trascurridos los cuales se extrajo 1 ml.
del sobrenadante y se transfiri6é aun vial de 2 mL para su inyeccién en un cromatégrafo
de gases (Agilent Technologies 6850 Network GC System) con FID dotado de una
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columna capilar Supelco SP2560 de 100 m x 0,25 mm x 0,2 um, usando helio como gas
portador. LLos estandares internos utilizados fueron Supelco 37 Component FAME Mix y
Cienytech Fish Oil FAME Mixture. Las temperaturas del inyector y el detector fueron de
260 °C y el volumen de inyeccién fue de 3 pl fijando la temperatura inicial del horno en
140 °C durante 5 min aumentando posteriormente a un flujo de 4° C/min hasta alcanzar
los 240° C.

Analisis estadistico

Para el ensayo de produccién de leche se utilizé el modelo Y=u+ P + R+B+¢, donde
la especie de pasto (P) se considerard factor fijo, mientras que el animal (R, repeticion) y
el periodo (B) se consideraran como factores aleatorios. Para el ensayo de digestibilidad
in vivo se siguié un modelo completamente aleatorizado, con seis repeticiones.

Los procedimientos utilizados en los andlisis fueron PROC GI.M y PROC MIXED de
SAS (SAS Institute, 2002-2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

El ensayo se realizé durante los dos meses mas calurosos del verano del aiio 2010,
con temperaturas ligeramente por encima del promedio de la zona. Las ma&ximas
diarias de los periodos 1° a 3° fueron, respectivamente, 33,4°C, 32,5°C y 334°C.
La precipitacién total registrada durante el ensayo ascendié a 42,2 mm, cantidad que
fue un 40% inferior a la media de la zona para el citado periodo (70,3 mm) y que se
correspondieron a 14 dfas con lluvia (3,01 mm/dia) centrados en los periodos 2° y 3°,
con siete y cuatro dias de lluvia, respectivamente. A pesar de la elevada temperatura y de
la escasa cuantia de las precipitaciones, los pastos de leguminosas y, en menor medida,
el de gramineas resistieron bien el calor y no se agostaron, si bien el raigras estaba
visiblemente espigado y el trébol violeta estaba al 50% de floracién desde el comienzo
del ensayo. En cuanto a la composicién botanica media del pasto a lo largo del ensayo
las fracciones “gramineas” “leguminosas” y “otras especies” (expresadas en porcentaje
sobre materia seca) de los dos tratamientos fueron, respectivamente, para el pasto de
raigrs inglés, de 93,30%, 1,89% y 4,81%; y para el pasto de trébol violeta de 5,39%,
74,94% y 19,67% . La fraccién “otras especies” estaba representada mayoritariamente
por especies adventicias, predominando Plantago spp. y Rumex spp. en menor medida.

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la evaluacién in vivo de las muestras
de pasto acumuladas a lo largo del ensayo, mostrando que el pasto de trébol violeta
present6 un valor nutritivo medio mds elevado que el de raigrds inglés. Los coeficientes
de digestibilidad aparente de la materia seca (DMS), de la materia organica (DMO),
del nitrégeno (DN) y de la fibra neutro detergente (DFND) fueron significativamente
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superiores para el pasto de trébol violeta comparado con el de raigras siendo observados,
respectivamente, valores de: DMS 60,3% y 55,6%; DMO 61,4% y 55,5%; DN 59,1% y
55,3% y DEND 56,9% y 54,0%. Los valores medios de proteina bruta (PB) y de fibra
neutro detergente (FND) del pasto de trébol violeta y de raigras fueron, respectivamente,
PB 15,0% v 10,4% MS y FND 49,6% y 62,2% MS.

TABLA 1
Digestibilidad in vivo y composicion quimica media del pasto en oferta.

Average in vivo digestibility and chemical composition of pasture on offer.

TIPO DE PASTO
T. VIOLETA RAIGRAS Significacion

Digestibilidad ir vivo (%) de:

Materia Seca (DMS) 60,3 55,6 <0,001
Materia Organica (DMO) 61,4 55,5 <0,001
Nitrégeno (DN) 59,1 553 <0,001
Fibra Neutro Detergente (DFND) 56,9 34,0 <0,001
Fibra Acido Detergente (DFAD) 48,9 453 <0,001
Materia seca y composiciéon quimico-bromatolégica

Materia Seca (MS, %) 19,0 32,4 -
Materia organica (%MS) 85,7 88,6 -
Proteina bruta (%MS) 15,0 10,4 -
Carbohidratos no estructurales (%MS) 50 8,6 -
Composicién de la pared celular

Fibra neutro detergente (%MS) 49,6 62,2 -
Fibra acido detergente (%MS) 359 352 -
Celulosa (%MS) 27.9 28,7 -
Lignina (%MS) 8,5 53 -

La evolucién del contenido de proteina, fibra neutro detergente y digestibilidad in
vitro de la materia organica (DoTT) de las especies sembradas a lo largo de los tres
periodos del ensayo (Tabla 2) pone en evidencia el descenso de calidad del forraje con
el avance de la estacién. Entre el primer y tercer periodo, la PB se redujo de 16,2%
a 14,4% MS para el trébol y de 12,0% a 9,0% MS para el raigrds, la digestibilidad
también disminuyé en ambas especies de 67,6% a 61,4% y de 65,7% a 58,8%, mientras
la FND aument6 de 39,0% a 43,9% MS y de 60,6% a 67,5% MS, respectivamente. Esta
pérdida de calidad, si bien se produce tanto para la leguminosa como para la graminea es
claramente menos marcada para el trébol violeta y confirma la mejor calidad nutricional
de esta especie observada en la evaluacioén in vivo.
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TABLA 2

Evolucién del contenido en proteina, fibra y digestibilidad in vitro de la materia organica de
las especies sembradas a lo largo del pastoreo de verano.

Evolution of protein and fiber contents and organic matter in vitro digestibility of sown species
throughout summer grazing.

PB (%MS) FND (%MS) DoTT (%)
Periodo T. VIOLETA RAIGRAS T.VIOLETA RAIGRAS T.VIOLETA RAIGRAS
25/7-15/8 16,2 12,0 39,0 60,6 67,6 65,7
16/8-5/9 14,5 9.1 41,1 63,8 64,6 62,9
6/9-26/9 14,4 9.0 43,9 67,5 61,4 58,8

PB: proteina bruta; FND: fibra neutro detergente; DoTT: digestibilidad in vitro de la materia orgdnica

En la Tabla 3 se muestra la composicién media de dcidos grasos de las muestras de
pasto del ensayo. Se pone de manifiesto el cardcter predominantemente no saturado de
los lipidos del forraje, observandose diferencias entre los dos tipos de pasto. Para el
trébol violeta, los AG mds abundantes son los poliinsaturados o-linolénico (55,5%) y
linoleico (18,5%), seguido del AG saturado dcido palmitico (15,6%), mientras que para
el raigras el o-linolénico es también el de mayor concentracién (63,8%), seguido del
palmitico (13,3%) y del linoleico (10,5%). Atendiendo a la suma de los AG de las series
omega-6 y omega-3, el trébol violeta y el raigras mostraron valores, respectivamente, de
55,8% y 64,1% (total AG omega-3) y de 19,3% y 11,2% (total AG omega-6).

La produccién media diaria de leche estandarizada al 3,5% de grasa (Hutjens 2006)
del tratamiento de pastoreo de trébol violeta fue de 27,13 kg v super6 en un 12,3% a la
del raigras (24,29 kg), manifestandose asi la comparativamente mejor calidad nutricional
del trébol violeta. Se estima que la dieta wunifeed (ensilado de maiz+concentrado)
ofrecida a las vacas en el establo, que ascendia a unos 9,5 kg de MS vaca! dia’,
suministré aproximadamente la mitad de la ingesta potencial diaria de las vacas en el
avanzado estado de lactacién que se encontraban. Se llama la atencidn acerca de que las
producciones citadas se obtuvieron con un consumo de pienso muy reducido, de 2 kg
vaca! dial. Referido a la leche producida, el consumo de concentrado oscilé entre 74
g/Ly 82 g/I. para el pasto de trébol violeta y el de raigrds inglés, respectivamente.

La leche del tratamiento de pastoreo de trébol violeta tenfa 1,3 décimas mads de
materia grasa (MG) y 0,7 décimas mds de materia proteica (MP) que la del de raigras,
si bien estas diferencias no llegaron a ser significativas, al igual que para el extracto
seco magro (ESM). Los valores promedio del ensayo fueron: MG 3,88%, MP 3,09%,
y ESM 8,46%, valores que estan dentro de un rango normal. [.a mayor produccién de
leche registrada para el pasto de trébol violeta hizo que el rendimiento medio diario de
los citados componentes fueron significativamente superiores en este tratamiento, con
valores de 1,00 kg/dia, 0,78 kg/dfa vy 2,14 kg/dia para MG, MP y ESM, respectivamente.
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TABLA 3

Composicion de acidos grasos en las muestras de trébol violeta y raigras inglés durante el
pastoreo de verano.

Fatty acids composition of red clover and perennial ryegrass samples during summer. grazing.

Acido graso g/100g de AG totales g/kg de materia seca
Simbolo Nombre T. VIOLETA RAIGRAS T. VIOLETA RAIGRAS
C12:0 Ldurico 0,86 1,43 0,10 0.16
C14:0 Miristico 0,33 1,08 0,04 0.12
C15:0 Pentadecilico 0,28 0,20 0,03 0.02
Cl6:0 Palmitico 15,60 13,31 1,87 1.53
Cl6:1 Palmitoleico 0,15 0,24 0,02 0.03
C17:0 Margdrico 0,30 0,32 0,03 0.03
C18:0 Estedrico 2,34 2,46 0,28 0.28
C18:1 n9¢ Oleico 1,92 1,97 0,23 0.22
C18:2 n6¢ Linoleico 18,54 10,54 2,25 1.21
C20:0 Araquidico 0,85 0,72 0,10 0.08
C18:3 n6 y-Linolénico 0,35 0,46 0,04 0.05
C20:1n9¢ Ficosanoico 0,23 0,17 0,03 0.02
C18:3 n3¢ a-Linolénico 55,59 63,82 6,92 7.14
C22:0 Behénico 0,85 1,40 0,10 0,16
C20:3 n6 Ficosatrienoico 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:1n9 Eriicico 0,07 0,00 0,01 0,00
C20:3 n3 Ficosatrienoico 0,26 0,32 0,03 0,03
C20:4 n6 Araquidonico 0,41 0,27 0,05 0,03
C24:0 Lignocérico 0,94 1,30 0,11 0,14
Acidos grasos totales 100,00 100,00 12,24 11,25
AG omega-6 * 19,30 11,26 2,34 1,29
AG omega-3 ** 55,85 64,14 6,95 7,17
Relacion omega-6/omega-3 0,35 0,18 - -

*Total Omega-3 = Suma de C18:3 n-3 y C20:3 n-3
** Total Omega-6 = Suma de C18:2 n-6¢, C18:3 n-6, C20:3 n-6y C20:4 n-6

La baja concentracién de urea en leche del tratamiento de raigras (127 mg/I.) muestra
un posible déficit de proteina en la racién consumida por las vacas, consecuencia del
avanzado estado fisiol6gico de la graminea, mientras que para el trébol violeta dicho
valor fue significativamente superior (223 mg/L.). Valores situados en el rango de 200
mg - 300 mg de urea/L se identifican con un adecuado suministro de proteina en la dieta
de vacas de leche (Ferguson, 2000).

El tipo de pasto afecté a la variacién de peso vivo de las vacas, que ganaron menos
peso en el tratamiento de pastoreo de trébol violeta (0,095 g/dia) comparado con el de
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raigrds (0,098 g/dia). Puesto que el consumo de dietas bajas en protefna por vacas de
leche, en comparacién con dietas equilibradas, modifica el reparto de energia ingerida
hacia una mayor ganancia de peso vivo y menor produccién de leche (Law et al., 2009),
el reducido contenido proteico de la dieta de raigras pudo haber favorecido un balance
energético mas positivo que el de los animales que pastaban el trébol violeta.

TABLA 4
Efecto del tipo de pasto sobre la produccién y composicion de la leche.

Effect of pasture type on yield and constituents of milk.

TIPO DE PASTO

T.VIOLETA  RAIGRAs ~Bmificacion
Produccion de leche (PL, kg/dia)
PL no corregida 25,19 23,07 <0,001
PL, corregida al 3.5% de grasa' 27,13 24,29 <0,001
PL, 4 corregida al 3.5% de grasa 'y 3.5% de proteina® 26,58 23,79 <0,001
Produccién de grasa y proteina (g/dia)
Materia grasa 1001 882 <0,001
Materia proteica 787 704 <0,001
Extracto seco magro 2145 1942 <0,001
Composicién fisicoquimica de la leche
Materia grasa (%) 3,95 3,82 ns
Materia proteica (%) 3,12 3,05 ns
Lactosa (%) 4,58 4,56 ns
Extracto seco magro (%) 8,50 842 ns
Urea (mg/L) 223 127 <0,001

! PL,,;=0,4324 x PL+16,216 x PL x MG/100; donde: PL,, =kg leche corregida al 3,5% grasa; PL= kg leche no
corregida; MG= porcentaje de grasa

2 PL,,;=0323 x PL.+12,82 x PL.x MG/100 + 7,13 x PL x MP/100; donde: PLMGP:kg leche corregida al 3,5% grasay

3,5% de proteina; PL= kg leche no corregida; MG y MP: porcentajes de grasa y proteina, respectivamente.

Los resultados del andlisis de los dcidos grasos de la leche producida a lo largo
del ensayo (Tabla 5) indican que no se detectaron diferencias significativas en cuanto
al contenido en AG saturados de cadena media (C12 a C16) y larga (C18 a C22) ni
en el de AG saturados totales. [.os componentes mayoritarios de este grupo fueron los
4cidos palmitico (C16:0) y miristico (C14:0), con valores medios (en porcentaje sobre
los AG totales, AGT) de 12,16% y 39,62% , siendo el del total de saturados de 71,86%
AGT. Se destaca el elevado contenido en dcido palmitico con relacién al indicado por
otros estudios, que por lo regular se sitiia ligeramente por debajo del 30% en dietas
con forrajes tiernos o dietas ricas en concentrados (Pacard et al., 2006; Shingfield et
al., 2008). Existe, sin embargo, una correlacién positiva entre el porcentaje de fibra en
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la racién y el contenido en palmitico, citindose contenidos del orden del 34% AGT de
(16:0 con dietas del 50% de forrajes fibrosos (Grummer, 1991), pudiendo llegar hasta el
42% AGT como limite superior (Paccard et al., 2006).

El pastoreo del trébol violeta aument$ significativamente el contenido de &acido
linoleico (C18:2 n6c), de a-linolénico (C18:3 n3c), de AG poliinsaturados totales v de
los AG totales de las series omega-6 y omega-3, mientras que disminuyé la relacién
omega-6 /omega-3 vy la concentracién de acido oleico (C18:1 n9¢). Aunque el contenido
en CLA no fue estadisticamente diferente entre tratamientos, la leche procedente del de
trébol violeta mostré una concentracién superior de acidos grasos trans monoinsaturados
de 18 atomos de C, cuyo principal componente es el dcido vaccénico, precursor del CLA
en la gandula mamaria y en el cuerpo humano (Turpeinen et al., 2002) por lo que su
presencia en la leche es de relevancia nutricional. Los valores medios (en porcentaje
sobre AGT) para el trébol violeta y el raigras inglés fueron, respectivamente: acido oleico
18,17% y 19,27%; acido linoleico 1,72% y 1,34%; a-linolénico 0,93% y 0,55%; acidos
trans-C18:1 2,33% y 2,08%; AG poliinsaturados totales 4,29% y 3,32% ; CLA 0,76%
y 0,69%; AG omega-6 totales 2,31% y 1,82%; AG omega-3 totales 1,14% v 0,74% y la
relacién omega-6 /omega-3 2,08 y 2,52. Estos resultados indican que la leche producida
con pasto de trébol violeta mostré una composicién mas saludable comparada con el
tratamiento de raigras inglés. Se hace notar que la leche producida en el tratamiento de
pastoreo de trébol violeta cumple los requerimientos exigidos por la empresa para este
producto, mientras que la obtenida en el pastoreo de raigras inglés quedaria por debajo
de los valores establecidos.

En un experimento donde se comparaban dietas a base de pastos frescos de raigras
inglés y trébol violeta en un sistema de “zero grazing” y 2 kg de concentrado/dia, Lee
et al. (2009) encuentran que los respectivos valores de proteina (3,18% vs. 3,11%),
a-linolénico (1,47% vs. 0,81% AGT) y los AG totales de cadena larga (=20 C, 0,70%
vs. 0,50% AGT) eran mas elevados en la leche de las vacas que consumieron el trébol
violeta. Los resultados de nuestro ensayo coinciden, en lineas generales, con los
observados por dichos autores.

Es frecuente encontrar en la bibliografia valores del acido a-linolénico superiores al
1% de AGT en la leche de vacas que consumen pastos jévenes, Se ha demostrado, sin
embargo, que cuando el estado de madurez del forraje es mas avanzado dichos valores
suelen ser mas bajos, como respuesta a la menor concentracién de C18:3 n3c en la
materia seca del pasto. Ferlay et al. (2006) encuentran que en las tres primeras semanas
de pastoreo de la temporada, la leche de vacas pastando una pradera natural tenia valores
de 1,2% AGT de a-linolénico, mientras que dicha concentracién descendia al 0,8% AGT
a las 6 semanas. Resultados semejantes, reportados por Delaby et al. (2002) v Kay et
al. (2005) han sido atribuidos al avanzado estado vegetativo de la hierba en pastoreos
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tardios. Atendiendo a los resultados de nuestro estudio, esto sucede para el raigras inglés
(0,74% de AG omega-3 totales en la leche) pero no para el trébol violeta, que mostré
una concentracién un 50% superior (1,14% de AG omega-3). En correspondencia con
el mayor nivel de a-linolénico de la leche, la relacion omega6/omega3 fue un 20%
inferior para el tratamiento de pastoreo de trébol violeta comparado con el de raigrds,
observacién que confirma resultados de otros estudios realizados con las mismas
especies (Van Dorland et al., 2008).

TABLA 5
Efecto del tipo de pasto sobre la composicion de dcidos grasos de la leche.

Effect of pasture type on fatty acids milk composition.

Composicion (en % de AG totales) TIPODE PASTO . Significacion
T. VIOLETA RAIGRAS

C12:0 3,12 2,96 ns
C14:0 12,25 12,08 ns
Cl16:0 39,49 39,76 ns
C18:0 8,91 9,19 ns
C20:0 0,16 0,14 ns
C22:0 0,06 0,06 ns
Clel 1,90 2,04 ns
C18:1 n9¢ 18,17 19,27 0,0047
trans C18:1 2,33 2,08 0,0447
C20:1 0,03 0,03 ns
C18:2 n6¢ 1,72 1,34 <0,0001
C18:2 n6t 0,23 0,12 <0,0001
CLA total (C18:2 9¢11¢y otros isémeros) 0,76 0,69 ns
C18:3 n3¢ 0,93 0,55 <0,0001
C18:3 n6¢ 0,15 0,14 ns
C20:4 n6e 0,10 0,09 ns
C20:5n3¢ 0,08 0,06 <0,0001
C22:5n3¢ 0,12 0,11 ns
C22:6 n3¢ 0,00 0,00 ns
AG Saturados 71,94 71,82 ns
AG Poliinsaturados 4,29 3,32 <0,0001
AG omega-3 total 1,14 0,74 <0,0001
AG omega-6 total 231 1,82 <0,0001
Relacién omega-6/omega-3 2,08 2,52 <0,0001

En un meta andlisis de datos de alimentacién de vacuno con forrajes, Lourengo et al.
(2008) indican que la mayor riqueza en AG omega 3 de la leche de vacas que consumen
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trébol violeta se debe, fundamentalmente, a una menor tasa de biohidrogenacién
ruminal en dichas dietas, en las que suele observarse un aumento del flujo duodenal de
a-linolénico y de CLLA. Esta circunstancia se atribuye a la presencia en el trébol violeta
de la enzima polifenol-oxidasa, capaz de reducir los fenémenos de lipdlisis y posterior
biohidrogenacién en el rumen (Merry et al., 2000; Lee et al., 2007) y de aumentar, por
tanto, la presencia de AG poliinsaturados en la leche. Como vimos en nuestro ensayo,
es el raigras inglés y no el trébol violeta el que muestra una mayor concentracion de
omega-3 en la materia seca, siendo por el contrario superior su presencia en la leche
producida con trébol violeta. Aunque no se midié la ingesta de pasto por parte de las
vacas, cabe suponer de la mayor produccién de leche observada para el trébol violeta
que el consumo de materia seca de trébol violeta fue superior a la del raigras, en
consonancia con el superior valor nutricional y menor contenido en pared celular de
aquel. En opinién de Vanhatalo et al. (2007) la mayor concentracién en la grasa de la
leche de AG poliinsaturados en las dietas con trébol violeta cabe ser atribuida a la mayor
tasa de paso de las leguminosas por el rumen comparadas con las gramineas, ademas de
a la citada proteccion de la enzima polifenol-oxidasa.

Mientras que parece haber acuerdo acerca del aumento de la concentracién de
AG omega-3 en leche de vacas que consumen dietas de trébol violeta, parece menos
claro el efecto que esta alimentacién tiene sobre el contenido en CLA. Wu et al. (1997)
observaron una mayor concentracién de CLA en la leche de vacas que pastaron trébol
violeta comparada con el pastoreo de gramineas diversas, con valores medios de 1,4%
y 0,9% de AG totales, respectivamente. Otros estudios no han encontrado diferencias,
como es el caso del citado trabajo de Lee et al. (2009) donde el contenido en CLA de la
leche de vacas que consumian trébol violeta y raigras inglés era similar (1,06% AGT)
y, en algunos caso, se ha asociado el consumo de trébol violeta con una reduccién del
contenido en CLA de la leche (Van Dorland ez al., 2008). Estos autores indican que,
puesto que el CLA es un metabolito intermedio de la desaturacién parcial del dcido
linoleico, la proteccion ruminal de los AG poliinsaturados limitarfa la produccién de
aquel en el rumen. Por otra parte, dicha proteccion reduciria también la disponibilidad
de acido vaccénico a partir de los AG a-linolénico y linoleico y por tanto la sintesis
ex novo de CLA en la glandula mamaria mediante la desaturaciéon enzimatica del
vaccénico. En nuestro ensayo, sin embargo, se observé que el tratamiento de pastoreo de
trébol violeta presentaba conjuntamente valores mas elevados de AG omega-3 y de CLA
que el de raigras, coincidiendo también con un mayor contenido en AG trans-C18:1 y
que, conjuntamente, muestra un perfil de AG claramente mas adecuado desde el punto
de vista de la salud humana.
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CONCLUSION

Los resultados del ensayo prueban que es posible extender la estacién de pastoreo
a los meses centrales del verano y producir leche enriquecida en AG poliinsaturados
y omega-3 con pastos de trébol violeta, ain en un estado fenolégico avanzado,
suplementando de forma econdémica al pasto con una dieta unifeed a base de ensilado
de maiz y una baja proporcién de concentrado. Estos resultados muestran que el trébol
violeta puede ser un cultivo forrajero interesante para extender la estacién de pastoreo
en la zona costera de Galicia durante el verano en los sistemas de produccién de leche
de calidad diferenciada.
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EFFECT OF RED CLOVER SUMMER GRAZING ON DAIRY
MILK OMEGA-3 CONTENT

SUMMARY

An experiment was conducted to compare the effects of summer grazing of red
clover and perennial ryegrass pastures by dairy cows on animal performance and fatty
acid (FA) composition of milk. Weather was dry and warm along the experimental
period (25" July — 26 " September 2010). Pasture quality decreased with the advance of
grazing season for both treatments but red clover showed an overall better quality, with
higher average values for organic matter digestibility (+4%) and crude protein (+47%)
and lower neutral detergent fiber content (- 35%) compared with the ryegrass. The FA
profile for both pasture species was predominantly unsaturated, accounting the alpha-
linolenic acid for the 55.8% and the 63.8% of total forage FA in red clover and ryegrass,
respectively. Dairy cow yields of milk, milk fat, milk protein and milk solids-not-fat
were higher (+12.3%; +13.4%; +11.7% and +11.5%, respectively) for the cows in the
red clover treatment, but milk contents of fat, protein, lactose and solids-not-fat were not
affected by pasture type. Red clover grazing increased cow milk fat in alpha-linolenic
acid (+69.0%), total trans C18:1 (+191%), total polyunsaturated (+29.2%) and total
omega-3 (+54.0%) FA content, whilst omega-6/omega-3 ratio was reduced (-17.5%)
compared with ryegrass. It is concluded that red clover can be useful for extending the
grazing season in Galicia over the summer and produce a healthier milk according with
actual consumer demands.

Key words: Forage legumes, dairy cows, milk yield, milk fat composition.



