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Effect of the use of fermentation promoters with or without probiotics
on the profile of fatty acids, amino acids and cholesterol of milk from
grazing cows'

Efecto de la utilizacion de los promotores de la fermentacion, con
probioticos o sin ellos, en el perfil de acidos grasos, aminoacidos y
colesterol de la leche de vacas en pastoreo
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This study reviews the development and use of fermentation
promoters and probiotics on the profile of fatty acids, amino
acids and cholesterol of milk from grazing cows. A herd of 35
cows (511 + 12 kg), which were in the middle of lactation, Zebu
crossings, over a silvopastoral system with star grass (Cynodon
plectostachyus) and brachiaria (Brachiaria brizantha), and
browsing legumes, with 3 kg of fermented promoters (FP),
were provided with 1.5 kg of lactobacilli per day as supplement
(LAB). The grazing area was 20.9 ha. Another herd of 28 animals
(514 £14 kg), grazing on 18.5 ha, supplemented with 6 kg/d of
a commercial concentrate with 160 g of commercial probioric
(CP), was used. An amount of 8 commercial milks were sampled.
The milk from the three treatments was weighed each week.
The average of production was 17 kg for LAB, of 14 kg/d in
silvopastoril system (SP) and 16 kg in CP (P<0.05). The saturated
fatty acids and unsaturated fatty acids showed differences in the
three treatments (P<0.05). Polyunsaturated fatty acids, omega 3
and conjugated linoleic acid were 34%, 46% and 68% higher in
CP, silvopastoral system and LAB compared to commercial milk
(CM). Results have demonstrated that grazing diverse green fresh
forages improve milk quality due to the increase of unsaturated
fatty acids. The LAB allowed a decrease of biohydrogenation.
LAB and SP provided the milks with highest amount of
omega 3.
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Introduction

The original studies on management of ruminal
fermentation were carried out by Cuban researchers
(Elias, 1971), with a posterior large revision on its use
(Elias 1983). Later, several studies were published in
Mexico, about the effect of FP on different species
and grazing systems, with an increase on the use of
cellulose of fiber forages due to a significant increase
on cellulolitic bacteria population (Galina et al. 2000,
2002, 2003, Galina et al. 2004abc, Ortiz et al. 2001,
2002 and Puga ef al. 2001abc).On the other hand,
the knowledge about the importance of nitrogen
degradation, by ruminal microorganisms, has allowed
a rational inclusion of urea on diets, plus mechanical
or chemical treatments of forages that improve their

En este estudio se hace una revision del desarrollo y utilizacion de los
promotores de la fermentacion y probioticos y su efecto en el perfil
de acidos grasos, colesterol y aminoacidos de la leche en pastoreo. Se
utilizé un hato de 35 vacas (511 + 12 kg), cruzas Cebu, en la mitad de la
lactacion, en sistema silvopastoril de estrella (Cynodon plectostachyus)
e insurgente (Brachiaria brizantha), con ramoneo de leguminosas,
con 3 kg de promotores de la fermentacion, a los que se les adiciono
1.5 kg al dia de lactobacilos como suplemento. El area de pastoreo fue
de 20.9 ha. Se utiliz6 ademas un hato de 28 animales (514 £14 kg)
en pastoreo en 18.5 ha, suplementados con 6 kg/d de un concentrado
comercial con 160 g de probidtico comercial. Se muestrearon ocho
leches comerciales. Se pesé la leche de los tres tratamientos cada
semana. El promedio de produccion fue de 17 kg para lactobacilos,
de 14 kg/d en sistema silvopastoril y 16 kg en concentrado comercial
(P <0.05). Los acidos grasos saturados y acidos grasos no saturados
mostraron diferencias en los tres tratamientos (P < 0.05). Los acidos
grasos polinsaturados, el omega 3 y el 4cido linoleico conjugado
fueron 34 %, 46 %y 68 % mayores en concentrado comercial, sistema
silvopastoril y lactobacilos, con respecto a la leche comercial. Los
resultados demostraron que el pastoreo de forrajes frescos verdes
diversos mejora la calidad de la leche, debido al incremento de acidos
grasos no saturados. Los lactobacilos permitieron que disminuyera la
biohidrogenacion. Con los lactobacilos y el sistema silvopastoril se
obtuvieron las leches con mayor cantidad de omega.

Palabras clave: probidtico, calidad, leche, vacas, tropico

Introduccion

Investigadores de Cuba (Elias 1971) elaboraron
trabajos originales acerca del manejo de la fermentacion
ruminal (FR) Luego realizaron una extensa revision
acerca de su utilizacion (Elias 1983). Posteriormente, se
publicaron en México varios trabajos sobre el efecto de
los promotores de la fermentacion en diferentes especies
y sistemas de pastoreo. En ellos se constatd aumento
de la utilizacion de la celulosa de los forrajes fibrosos,
debido al incremento significativo en la poblacion de
bacterias celuloliticas (Galina et al. 2000, 2002, 2003,
2004abc, Ortiz et al. 2001, 2002 y Puga et al. 2001abc).
El conocimiento de la importancia de la degradacion
del nitrogeno por los microorganismos ruminales ha
permitido una inclusion racional de la urea en las dietas,
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digestibility, with the use of FP and LAB (Galindo
and Marrero 2005, Ortiz et al. 2007, Gutiérrez et al.
2012ab). The formation of microbial intestinal
digestible protein (PDIM) may reach 80% or more in
diets containing an abundant production of ruminal
microorganisms in formulas supplemented with non-
protein nitrogen sources, while with commercial
concentrates, most of the intestinal digestible
protein comes from food (PDIA). Therefore, several
techniques have been used for protecting protein
against the action of ruminal microorganisms (Elias
1983).

Grasses and some legumes provide the base for
animal feeding in tropical husbandry. It is characterized
by a group of genera and species, and by their wide
adaptation to different environments, known as
“plasticity” (Peters et al. 2010 and Tittonellet al.
2010).1t is possible to use these forages efficiently
when bacterial populations of rumen cover the energy
requirements, essential nitrogen constituents, minerals
and other nutrients (Elias 1983). Otherwise, it could
reduce its intake and usage, which could be corrected
with the use of activators of ruminal fermentation that
increase digestive efficiency (Puga ef al. 2001abc). The
responses to the use of microbial activators, which are
more frequently repeated in these studies, are associated
to the production of volatile fatty acids (VFA),
modification of ruminal pH and increase of bacteria
that are responsible for fiber degradation (Lila et al.
2004).

During the last years, the Institute of Animal Science
(ICA) from Cuba has developed a biologically active
product called VITAFERT, enriched with yeasts and
lactobacilli, organic acids of short carbonated chains,
trace elements and a low pH (Elias and Herrera 2008
and Gutierrez et al. 2012ab). This product has been
used as microbial additive in pigs and calves, to prevent
or decrease diarrheas, as growth stimulant for non-
ruminant animals, and in the ruminal fermentation of
cattle (Gutiérrez 2005).

From the first decade of this century, modifications
on the use of lactic bacteria in ruminants were added to
the original works on ruminal fermentation (Elias and
Herrera, 2008). This demonstrated its effectiveness on
digestibility of fibrous forages (Galina ef al. 2007ab
and Gutiérrez et al. 2012ab). The results of all these
researches have had a significantly higher effect on
fiber degradation in the rumen that has allowed the
development of alternative management systems with
or without LAB supplementation to improve product
quality (Gutierrez et al. 2012a).

On the other hand, studies on the profile of
polyunsaturated fatty acids (PUFAs), mainly linoleic
acid (LA, C18.3 cis-9, cis-12) and conjugated
alpha linoleic acid (CLA, C18:3 cis-9, cis-12, cis-
15), have demonstrated that they can be found, in
high proportions, in lipids of forage and of some
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ademas de tratamientos mecanicos o quimicos de los
forrajes que mejoran su digestibilidad, con el uso de
promotores de la fermentacion, como son los lactobacilos
(Galindo y Marrero 2005, Ortiz et al. 2007 y Gutiérrez
et al. 2012ab). La formacién de proteina digestible
intestino microbiana (PDIM) puede llegar a ser 80 % o
mas en dietas que contengan una produccion abundante de
microorganismos ruminales, en formulas suplementadas
con fuentes de nitrogeno no proteico, mientras que con
concentrados comerciales la mayor parte de la proteina
digestible en el intestino proviene del alimento (PDIA).
Por ello, se han utilizado varias técnicas de proteccion de
la proteina contra de la acciéon de los microorganismos
ruminales (Elias 1983).

Las gramineas y algunas leguminosas constituyen la
base de la alimentacion animal en la ganaderia tropical,
caracterizada por una gama de géneros y especies y por
su amplia adaptacidon a diferentes ambientes, también
llamada plasticidad (Tittonell et al. 2009 y Peters et al.
2010). Es posible utilizar eficientemente estos forrajes
cuando las poblaciones bacterianas del rumen cubren sus
requerimientos de energia, constituyentes nitrogenados
esenciales, minerales y otros nutrientes (Elias 1983). De
no logarlo, se reduciria su consumo y aprovechamiento,
aspecto que pudiera ser corregido con el uso de activadores
de la fermentacion ruminal, productos bioldgicos que
incrementan la eficiencia digestiva (Puga et al. 2001abc).
Las repuestas que con mayor frecuencia se repiten en
estos trabajos de utilizacion de activadores microbianos
se asocian con la produccién de acidos grasos volatiles
(AGV), modificacion del pH ruminal e incremento de
las bacterias responsables de la degradacion de la fibra
(Lila et al. 2004).

En los ultimos afnos, el Instituto de Ciencia Animal
de Cuba desarroll6 un producto bioldgicamente activo,
denominado VITAFERT. Se caracteriza por ser rico
en levaduras y lactobacilos, dacidos orgéanicos de
cadenas carbonadas cortas, minerales traza y bajo pH
(Elias y Herrera 2008 y Gutierrez et al. 2012ab). Se ha
utilizado como aditivo microbiano en cerdos y terneros
para prevenir o disminuir cuadros diarreicos, como
estimulante del crecimiento, en el caso de animales no
rumiantes, y en la fermentacion ruminal del ganado
vacuno (Gutiérrez 2005).

A partir de la primera década de este siglo, los
trabajos originales sobre FR se modificaron con el uso
de bacterias lacticas en rumiantes (Elias y Herrera 2008).
Con ello se demostr6 su efectividad en la digestibiidad
de forrajes fibrosos (Galina et al. 2007ab y Gutiérrez
et al. 2012ab). En estas investigaciones, el efecto de la
degradacion de la fibra en el rumen fue significativamente
mayor, lo que ha permitido el desarrollo de sistemas de
manejo alternativos, con suplementacion de lactobacilos
(LAB) para mejorar la calidad del producto (Gutierrez
et al. 2012a).

Estudios sobre el perfil de los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI), particularmente el acido
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supplements (Shen 2011, Castillo ez al. 2013, Zened
et al. 2013 and Rubino 2014). These acids are part
of the diet of ruminants and, depending on their
concentration, modify the profile of fatty acids from
milk and meat. Their composition is characterized
by having a higher volume of unsaturated fatty acids
than of saturated ones, which increase their saturation
because of the process of BH in the rumen (Castillo
et al. 2013). Several factors that affect the process of
BH from LA and CLA have been studies, as well as
nutritional strategies showing positive results in the
increase of trans-vaccenic acid (C18:2 trans-11, TVA)
and conjugated linoleic acid (Cis18:2 cis-9, trans-11,
CLA) in milk (Galina ef al. 2009a, 2010,2012). These
compounds have potential benefit effects to human
health (Harfoot and Hazlewood 1997, O’sheaet al.
1998, Herrera et al. 2004 and Khanal 2004).

Lactic probiotics (LAB) may be an important
alternative, mainly if the profile of unsaturated fatty
acids of the product is taken into consideration (Galina
et al. 2012). In ruminants, the microbial flora is used
for expanding most of the nutrients, which are later
absorbed in the intestine of animals (Newboldet al.
2005). Therefore, different biotechnological systems
have been developed in order to manipulate the
microbiological activities of the fermentation chamber
of bovines (Newboldet al. 2005). Unsaturated fatty
acids, produced during the hydrolysis of lipids of
diets, are saturated by ruminal microorganisms,
through BH, requiring H, to develop (Jin et al. 2008
and Castillo ef al. 2013).The best intermediary for BH
is the polyunsaturated fatty acids (PUFA), while the
conjugated linoleic acid (CLA) and the trans-vaccenic
acid (trans 11 C18:1 TVA) are the best intermediary for
ruminal bacteria. The CLA derives from linoleic acid
(C 18:2) and from a linoleic acid (C 18:3) (Castillo
etal. 2013). An advisable manipulation of ruminal
fermentation may increase the main forms of CLA,
such as isomers cis 19, trans 11 C 18:2, ¢9,T11 CLA
(Newboldet al. 2005). Due to the removal of CLA as
intermediary depends on BH, maybe it is possible to
increase this process, providing electron receptors as
an alternative.Ruminal lactic bacteria may use these
electrons to decrease BH, and they do not produce
methane. Therefore, it is important to study the effect
of BH of lactic supplements, to improve the profile of
fatty acids from milk (Galina et al. 2012).

The objective of this study was to revise the
progress in the management of ruminal fermentation,
particularly evaluate the effect of LAB supplement
on milk production and its profile of essential fatty
acids in animals grazing and browsing in a mixed
system of grasslands and tropical forest, with or
without the use of RF, alone or together with LAB,
compared to commercial concentrates supplementation
(COM).
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linoléico (AL) (C18,3 cis-9, cis-12,) y el acido alfa-
linoléico conjugado (ALC) (C18:3 cis-9, cis-12, cis-15),
han demostrado que se encuentran en altas proporciones
en los lipidos de los forrajes y de algunos suplementos
(Shen et al. 2011, Castillo et al. 2013, Zened et al. 2013
y Rubino 2014). Estos 4cidos froman parte de la dieta
de los rumiantes y, en dependencia de su concentracion,
modifican el perfil de acidos grasos de la leche y de la
carne. Su composicion se caracteriza por la presencia
de mayor volumen de acidos grasos insaturados que
saturados, que aumentan en su saturacion debido al
proceso de biohidrogenacion en el rumen (Castillo ef al.
2013). Se han estudiado diversos factores que afectan el
proceso de biohidrogenacion (BH) del AL y del ALC,
como también estrategias nutricionales que muestran
resultados positivos en el incremento de acido trans-
vaccenico (ATV) (C18:2 trans-11, ATV) y ALC (Cis 18:2
cis-9, trans-11, ALC) en la leche (Galina et al. 2009a,
2010, 2012). Se ha informado que estos compuestos
tienen efectos potencialmente benéficos para la salud
humana (Hartfoot y Hazlewood 1997, O’Shea et al.
1998, Herrera et al. 2004 y Khanal 2004).

Los probioticos lacticos (LAB) podrian ser una
alternativa importante, particularmente si se toma en
consideracion el perfil de 4acidos grasos no saturados
del producto (Galina et al. 2012). En los rumiantes, la
flora microbiana sirve para desdoblar la mayoria de los
nutrientes, los que después se absorben en el intestino
(Newbold et al. 2005). Por ello, se han desarrollado
diferentes sistemas biotecnologicos para manipular
las actividades microbiolégicas de la cdmara de
fermentacion de los bovinos (Newbold et al. 2005). Los
acidos grasos no saturados, que se producen durante
la hidrélisis de los lipidos de la dieta, son saturados
por los microrganismos ruminales mediante la BH,
proceso que requiere de H, (Jin et al. 2008 y Castillo
et al. 2013). El mayor intermediario para la BH son
los acidos grasos polinsaturados (PUFA), mientras que
por las bacterias ruminales son el ALC y el ATV (trans
11 C18:1 ATV). El ALC se deriva del AL (C 18:2) y el
acido a linoleico (C 18:3) (Castillo ef al. 2013). Una
manipulacién recomendable de la fermentacion ruminal
podria incrementar las principales formas de ALC
isémero cis 19, trans 11 C 18:2,¢9, T11 ALC (Newbold
et al. 2005). Debido a que la remocién de ALC como
intermediario depende de la BH, quizas sea posible de
incrementar este proceso, si se provee alternativamente
receptores de electrones. Las bacterias lacticas en el
rumen pueden utilizar estos electrones disminuyendo
la BH, ademas de que no producen metano. Es por ello
que resulta importante estudiar el efecto de BH de los
suplementos lacticos para mejorar el perfil de 4cidos
grasos de la leche (Galina et al. 2012).

El objetivo de este estudio fue revisar los avances
en el manejo de la fermentacion ruminal. Se enfatizo,
particularmente, en la evaluacion del efecto de un
suplemento LAB en la produccion de leche y su perfil
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Material and Methods

The study was carried out in“El Fresno” farm,
Suchitlan, Colima, at 19°23° N, 103°41° W, and
1,400 m o.s.l. According to Kdppen, the climate is
classified as Aw1 (w), with rains from July to October,
1,000 mm per year. Dry period lasts from 8 to 9 months,
with an average temperature of 25°C.

A herd of 35 milking cows was used, which were in
the middle of lactation(511 + 12 kg), and Zebu crossed.
The animals were grazing in a silvopastoral system (SP)
since July, which contained a mixture of tropical grasses
from “zacates”: star grass (Cynodon plectostachyus)
and brachiaria (Brachiaria brizantha), with browsing
of legumes in tropical forest, supplemented with
3 kg of ruminal fermentation agent, with or without the
addition of 1.5 kg/day of a probiotic of lactic bacteria
(LAB) as a supplement during the silvopastoral period.
The total grazing area was 20.9 ha, with a mixture of
tropical grasses from ‘“zacates”: star grass (Cynodon
plectostachyus) and brachiaria (Brachiaria brizantha),
accompanied by browsing of legumes in tropical forest.
The browsed tropical forest included Mimosa pudica,
Plumera rubra, Bunchosia palmeri, Cordia alliodora,
C. dentata, Platymiscium fasiocarpum, Erythroxylum
mexicanum, E. rotundifolium, Caesalpina plumeria,
Guttarda elliptica, Randiaca pitata, Caesalpina coriaria
and Desmodium spp. The stocking rate was between 3.6
and 5.9 AU/ha.

At the same time, a second herd of 28 animals (514
+14 kg) was used, which were grazing in 16.5 ha of
a silvopastoral system, supplemented with 6 kg of a
commercial concentrate per milking cow of 160 g of CP
(COM). The milk of the three treatments was weighed
individually each week during the observation. Samples
were taken, every week, from the milk of each group to
measure fatty acids.

During the study, the forage exceeded the
capacity of voluntary intake of lactation cows. The
supplementation with probiotics (LAB) contained
around 4 x 107cfu of lactic bacteria, composed by
Lactobacilos plantarum, L. delbrueckii, L. helvaticus;
Lactoccocus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
and Bifidus spp. over a mixture of 35% molasses
and 65% cheese serum. The fermentation promoter
(3kg/d) contained a mixture of molasses (18%), cotton
meal (16%), rice skin (10%), maize (14%), poultry
manure (10%), fish meal (8%), beef fat (5%), salt
(4%), lime, calcium carbonate (3%), cement (1%),
mineral salts (2%), calcium orthophosphate (2%),
urea (5%) and ammonia sulfate (2%). The volumes
of ingested dry matter were calculated per each cow,
taking representative samples in grazing, based on the
energy and protein needs for maintenance, growth,
milk production and physiological state, according
to the methodology, which uses the system of milk
forage units. (Jarrige 1995)
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de 4cidos grasos esenciales en animales que pastorean
y ramonean en un sistema mixto de praderas y bosque
tropical, con la utilizacion de FR solo o con LAB o sin
ella, con respecto a la suplementacion con concentrados
comerciales (COM).

Materiales y Métodos

El estudio se llevo a cabo en el rancho “El Fresno”,
en Suchitlan, Colima, a 19°23” latitud norte, 103°41’
longitud oeste y 1.400 m sobre el nivel del mar. Segin
la clasificacion de Koppen, el clima es de tipo Aw1(w),
con lluvias de julio a octubre, 1,000 mm anuales. La
duracion del periodo seco es de ocho a nueve meses,
con temperatura promedio de 25°C.

Se utiliz6 un hato de 35 vacas lecheras en la mitad de
la lactacion (511 + 12 kg), cruzas de Cebt. Los animales
se mantuvieron en un sistema silvopastoril (SP), a partir
de julio formado por una mezcla de gramineas tropicales
de zacates: estrella (Cynodon plectostachyus) e insurgente
(Brachiaria brizantha), acompaiados de ramoneo de
leguminosas en bosque tropical, suplementados con 3 kg
de fermentador ruminal, con la adicién de 1.5 kg/d de un
probidtico de bacterias lacticas (LAB) como suplemento o
sin ella durante el periodo silvopastoril. El area de pastoreo
total fue de 20.9 ha -una mezcla de pastoreo sobre gramineas
tropicales de zacates: estrella (Cynodon plectostachyus)
e insurgente (Brachiaria brizantha), acompanada de
ramoneo de leguminosas en bosque tropical. El bosque
tropical ramoneado fue de Mimosa pudica, Plumera
rubra, Bunchosia palmeri, Cordia alliodora, C. dentata,
Platymiscium fasiocarpum, Erythroxylum mexicanum, E.
rotundifolium, Caesalpina plumeria, Guttarda elliptica,
Randia capitata, Caesalpina coriaria y Desmodium spp.,
con una carga animal de 3.6 a 5.9 UA/ha. Paralelamente, se
utilizé un segundo hato de 28 animales (514 + 14 kg) que
pastorearon en 16.5 ha de silvopastoril, suplementados con
6 kg de un concentrado comercial (COM) para vaca lechera
de 160 g de PC. Se peso la leche de los tres tratamientos en
forma individual cada semana durante la observacion. Se
tomaron muestras semanales de leche de cada grupo para
medir los acidos grasos.

Durante todo el estudio, el forraje excedia la capacidad
de ingestion voluntaria de las vacas en lactacion. La
administracion de suplementos de probioticos (LAB)
contenia, aproximadamente, 4 x 107 ufc de bacterias
lacticas, compuesto por Lactobacilos plantarum, L.
delbrueckii, L. helvaticus; Lactoccocus lactis, Leuconostoc
mesenteroides, y Bifidus spp. sobre una mezcla de 35 %
melaza y 65 % suero de queseria. El promotor de la
fermentacion (3kg/d) contenia mezcla de melaza (18 %),
harina de algodén (16 %), cascarilla de arroz (10 %), maiz
(14 %), pollinaza (10 %), harina de pescado (8 %), cebo
de res (5 %), sal comin (4 %), cal, carbonato calcico
(3 %); cemento (1 %), sales minerales (2 %), ortofosfato
calcico (2 %), urea (5 %) y sulfato de amonio (2 %). Se
calcularon los volimenes de materia seca ingerida (MSI)
por vaca mediante la toma de muestras representativas en
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The analysis of fatty acid methyl esters (FAME)
was performed by separate extraction, using gas
chromatography (Varian model 3800), equipped with an
automatic sampling (CP 8410) and a FID detector. The
chromatographer has a capillary column of fused silica
(60 m, 0.25 mm (id) 0.25 micra; DB 23 film, J and W
Supelco). FAME peaks were identified by comparison
with retention times, with a known mixture of fatty acid
standards (Sigma-Aldrich).

The volatile compounds were determined using the
modified technique of dynamic headspace. Samples
were purged by bubbling helium and extraction
was carried out for 60 min with helium at a rate of
50 mL/min. Volatile components were absorbed
into a glass trap, filled with 0.20 mg of Tenax TA,
60/80 sieve and 0.05 mg of Carbopack C, 40/60 sieve.
Thermal desorption was performed by a heating trap
at 220 °C for 5 minutes with a flow of helium carrier
gas (50 mL/min) in an automatic system of thermal
desorption (TDS2, Gerstel GmbH).The gas analysis
was performed with a chromatographer, model Agilent
6890 GC N, connected to a detector of selective
quadrupole mass (TME),model 5973. A capillary
column of fused silica, covered with dimethyl
polysiloxane (HP 1, Agilent Technologies, USA) with
30 m, 0.32 mm (id), 0.25 micra of film thickness, was
used to analyze the volatile profile of milk. Operating
conditions were in a helium flow of 1.2 mL/min, the
transfer line to the ME at 250 °C of splitless open
interface. Thermal desorption was performed at
220 °C for 5 minutes with a flow of helium carrier
gas (50 mL/min), in an automatic thermal desorption
system (TDS2, Gerstel GmbH).Operating conditions
were in a helium flow of 1.2 mL/min, the transfer
line to the ME at 250 °C of splitless open interface.
The temperature of the program was 10 min at
40 °C, with heating speed of 10 °C/min up to a peak
of calibrated 150 °C for 12 min. The scanned mass
spectrometer ranged from 29m/z to 400m/z in 0.5 s
of cycle time. The ion source was set at 230 °C and
spectra were obtained by electron impact (70 eV).
The detected volatile compounds were identified by
the study of DM spectra, compared to data of Wiley
(Wiley and Son, Germany).Each sample was analyzed
in duplicate. Profiles of volatile fatty acids in milk
were expressed as percentages. The chromatographer
performs an automatic sampling (CP 8410) with FID
detector.The chromatographer has a capillary column
of fused silica (60 m, 0.25 mm (id) 0.25 micra with
DB 23 film, J and W,Supelco). FAME peaks were
identified by comparison with retention times, with
those of a known mixture of fatty acid standards
(Sigma-Aldrich). The standard CLA (cis-9, trans-10,
cis-12 3%) was obtained from Larodan (Malma,
Sweden).

Results were calculated by ANDEVA model, using
a completely randomized arrangement
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pastoreo, sobre la base de las necesidades de energia y
proteina para mantenimiento, crecimiento, produccion de
leche y estado fisiologico, de acuerdo con la metodologia
y con la utilizacion del sistema de unidades forrajeras
leche, desarrollado por Jarrige (1995).

Los andlisis de los ésteres metilicos acidos grasos
(FAME) se realizaron por extraccion y por separado,
con la utilizacion de cromatografia de gases (Varian
modelo 3800, equipado con un muestreado automatico;
CP 8410 con detector FID). El cromatografo tenia una
columna capilar de silice fundida (60 m, 0.25 mm (di)
0.25 micras; pelicula DB 23, J y W Supelco). Los picos
FAME se identificaron por comparacion con los tiempos
de retencion, con respecto a una mezcla conocida de
estandares de acidos grasos (Sigma-Aldrich).

Los compuestos volatiles se determinaron mediante
la técnica modificada de dinamica del espacio de cabeza.
Las muestras se purgaron por burbujeo de helio y la
extraccion se llevo a cabo durante 60 min con helio, a
una velocidad de 50 mL/min. Los componentes volatiles
se absorbieron en una trampa de vidrio lleno de 0.20 mg
de Tenax TA, malla 60/80 y 0.05 mg de Carbopack C,
malla 40/60. La desorcion térmica se llevo a cabo por
una trampa de calentamiento a 220 °C durante cinco
minutos, con flujo de gas portador de helio (50 mL/min)
en un sistema automatico de desorcion térmica (TDS2,
Gerstel GmbH). El anélisis gaseoso se realizd en un
cromatdgrafo, modelo Agilent 6890 GC N, instrumento
conectado a un detector de masas cuadruple selectivo
(TME) modelo 5973. Una columna capilar de silice,
fundida y revestida con dimetilpolisiloxano (HP 1,
Agilent Technologies, USA.) de 30 m, 0.32 mm (di)
y 0.25 micras de espesor de la pelicula, se utiliz6 para
analizar el perfil volatil de la leche. Las condiciones
de funcionamiento fueron en un caudal de helio de
1.2 mL/min, la linea de transferencia a la EM de 250 °C
de interfaz abierto splitless; la temperatura del programa,
de 10 min a 40°C, con velocidad de calentamiento de
10°C/ min hasta un pico de 150 °C, calibrada durante
12 min. El espectrometro de masas escaneada fue de
m/z 29 am/z 400 en tiempo de ciclo de 0.5 s. La fuente
de iones se fijo a 230 °C y los espectros se obtuvieron
por impacto de electrones (70 eV). Los compuestos
volatiles detectados se identificaron por el estudio de
los espectros de MS en comparacion con los datos de
Wiley (Wiley and Son, Alemania). Cada muestra se
analiz6 por duplicado. Los perfiles de acidos grasos
volatiles de la leche se expresaron en porcentajes. El
cromatografo efectué un muestreo automatico (CP 8410)
con detector FID. El aparato tenia una columna capilar
de silice fundida (60 m. 0.25 mm (di) 0.25 micras con
una pelicula DB 23, (J y W; Supelco). Los picos FAME
se identificaron por comparacion de los tiempos de
retencion con los de mezcla conocida de estandares de
acidos grasos (Sigma-Aldrich). El estandar de ALC (cis-
9, trans-10, cis-12 3%) se obtuvo de Larodan (Malmo,
Suecia).
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Yij = ptti+Ej

Yij=values of fatty acids

p= general mean

ti= effect of the i-th treatment
Ej= effect of random error

i=1,2..,4 j=1,2...8

Results

The average of milk in both groups was 17.5,
(LAB); 14.1 (SP) and 16.5 (COM) kg/d (P<0.05).
The feeding system affected significantly the profile
of fatty acids in the milk of the studied cows. This
effect was measured by the content of fatty acids
from feeding systems, in percentages of saturated and
unsaturated LAB 66.17:34.04%; SP 65.82:34.23%;
COM 67.97:32.30%; CM 67.77:32.35%, as table 1
shows. The content of polyunsaturated fatty acids,
omega-3 was LAB 0.51%, SP 0.33% and COM 0.27%
superior to those of commercial milk (CM), which had
0.18% of average. Results of omega 6 were 1.77 %
LAB, 1.59 % SP and 1.50% COM, while commercial
milk had an average of 1.47% (P<0.05). The relation
omega 6/omega 3 was 3.47:1 LAB; 4.82:1 SP; 5.16
COM and 8.17 commercial.

Regarding saturated fatty acids, CM and COM were
superior to the milk of grazing animals, which showed
no differences among them (P>0.05). Unsaturated
fatty acids had a similar performance but LAB and SP
were superior to COM and CM (P>0.05).Differences
among the four milks were found in the percentage of
polyunsaturated fatty acids, being intermedia LAB the
highest for SP and COM and the lowest for CM (P>0.05).
The analysis of variance showed that the feeding system
only modified the concentration of polyunsaturated
fatty acids (P<0.01). However, monounsaturated fatty
acids were only affected (P<0.01) between LAB and SP
compared to COM and CM. Regarding polyunsaturated
fatty acids, LAB had the highest (P<0.05) percentage,
superior to the remaining types of milk. There was
significant effect (P<0.01) of feeding system over the
different types of milk.

Regarding the profile of amino acids (table 2), there
was only significant differences (P<0.05) in lysine
and histidine of essential amino acids. However,
there was no interaction among factors in the analysis
of variance. Lysine concentration was higher in
milk with probiotic (1.27%) than in CM (1.04%).
Histidine was higher in LB (0.44%) than in CM (0.33)
(P<0.05).

Table 3 presents a summary of the content of
saturated, monosaturated, and polyunsaturated fatty
acids. There is a higher percentage of saturated
in COM and CM compared to LAB and SAP.
However, it is particularly important the difference
in the content of omega 3, being higher in milks
of pastors, especially in those supplemented with
probiotics. After analyzing the cholesterol content
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Los resultados se calcularon por el modelo de
ANDEVA, con arreglo totalmente aleateorizado:

Yij = pt+tit+Ej

Yij=valor de acidos grasos

= Es una media general

ti = Efecto del i-ésimo tratamiento

Ej = Efecto del error aleatorio

i=12,..4 =12,..8

Resultados

El promedio de produccion de leche en ambos
grupos fue de 17.5; LAB 14.1 (SP) y 16.5 (COM)
kg/d (P < 0.05). El sistema de alimentacion afecto
significativamente el perfil de acidos grasos de la
leche de las vacas estudiadas. Este efecto se midio
por el contenido de acidos grasos de los sistemas
de alimentacidn, en porcentajes de saturados e
insaturados LAB 66.17:34.04 %; SP 65.82:34.23 %,
COM 67.97:32.30 %, LC 67.77:32.35% (tabla 1). El
contenido de acidos grasos polinsaturados omega-3 fue
LAB 0.51 %, SP 0.33 %; COM 0.27 %, superiores al
de la leche comercial (LC), que tuvo como promedio
0.18 %. Los resultados de omega 6 fueron 1.77 %
LAB, 1.59 % SPy 1.50 % COM, mientras que la leche
comercial alcanz6 como promedio 1.47 % (P < 0-05).
La relacion de omega 6/ omega 3 fue de 3.47:1 LAB,
4.82:1 SP, 5.16 COM y 8.17 comercial.

Con respecto a los acidos grasos saturados, la LCy
el concentrado comercial (COM) fueron superiores a las
leches de pastoreo, que no mostraron diferencias entre
ellas (P > 0.05). Los no saturados se comportaron de
forma similar, pero LAB y SP fueron superiores a COM
y LC (P> 0.05). Las diferencias entre las cuatro leches
fue en el porcentaje de poliinsaturados, siendo mayor
para LAB intermedia para SPy COM, y menor parala LC
(P > 0.05). A través del analisis de la varianza
se observd que el sistema de alimentacion solo
modifico la concentracion de AG poliinsaturados
(P <0.01). Por el contrario, los AG monoinsaturados
solamente se afectaron (P < 0.01) entre LAB y SP,
con respecto a COM y LC. Si se observan los acidos
grasos poliinsaturados, LAB fue mayor (P < 0.05) en
porcentaje (0.51 %), siendo superior a los demas tipos
de leche. Se observo efecto significativo (P < 0.01)
del sistema de alimentacion en los diferentes tipos de
leche.

En lo que respecta al perfil de amino acidos
(tabla 2) se observa para los aminoacidos esenciales,
unicamente se registraron diferencias significativas
(P<0.05) en lisina e histidina, sin embargo en el
analisis de varianza no se observo interaccion de los
factores. La concentracion de lisina fue mas alta en la
leche con probidtico (1.27%); que en la LC (1.04%).
La histidina fue mayor en LB 0.44% respecto a la
LC 0.33 (P<0.05).

Un resumen del contenido de acidos grasos
saturados, monosaturados y poliinsaturados se
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in different types of samples, LAB recorded a
content of 83.2 mg/100 mL and SP registered
84.4 mg/100mL, showing significant differences with
COM (87.5 mg/100 mL) and CM(89.1 mg/100 mL).
In this regard, the feeding system, with or without
probiotics, showed lower amount of cholesterol in
both treatments.

An important element is the relation omega
6/omega 3, which, in this observation, was 3.47
for LAB and 4.82 for SP, slightly within a range
lower than 5, while the same silvopastoral system,
when supplemented with commercial concentrate,
has a relation from 5.56 to 1, probably blocking
the beneficial effect of omega 3, and the average
of commercial milk went from 8.17 to 1. This was
superior to the limits that allow a beneficial use for
humans.
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presenta en la tabla 3; se observa un mayor
porcentaje de saturados en COM y LC comparados
con LAB y SAP pero es particularmente importante
la diferencia en el contenido de omega 3 siendo
mayor en las leches de pastoreos especialmente
en la suplementada con probiodticos. Al analizar
el contenido de colesterol en los diferentes tipos
de muestras se observd en LAB que registré un
contenido de 83.2 mg/100mL y SP 84.4 mg/100mL,
mostrando diferencias significativas con COM
87.5 mg/100mL y LC 89.1 mg/100 mL. En este
sentido el sistema de alimentacion con o sin
probioticos, mostré una menor cantidad de colesterol
en ambos tratamientos.

Un elemento de primordial importancia es la relacion
de omega6/omega 3 que en la presente observacion
fue de 3.47 para LAB y 4.82 para SP ligeramente
dentro de los margenes menores a 5 mientras que el
mismo sistema silvopastoril al ser suplementado con
concentrado comercial tiene una relacion de 5.56 a
1 probablemente bloqueando el efecto benéfico del
omega 3, y el promedio de las leches comerciales fue de
8.17 a 1 que es muy superior a los limites que permiten
una utilizacion benéfica para el humano.

Table 1.Percentages of fatty acids in milk of three silvopastoral treatments with LAB probiotic, silvopastoral (SP), silvopastoral
with commercial concentrate (COM) and commercial milk (CM)

LAB SP COM CM Prob SE +

Saturated Capric Co6 0.47 0.47 0.53 0.44 0.0002 0.06
Saturated Caprylic C8 0.46 0.46 0.50 0.41 0.0002 0.05
Saturated Capric C10 1.50° 1.732 1.22° 1.15° 0.0001 0.06
Saturated Lauric Ci2 2.50° 2.842 1.95° 2.14° 0.0002 0.04
Monosaturated ~ Myristoleic Cl4.1 0.74° 1.03¢ 1.02¢ 0.65° 0.0001 0.05
Saturated Miristic Cl4 10.35 11.43 10.62 9.16 0.0002 0.05
Saturated Pantodecilico CI15 1.94 1.59 1.79 1.54 0.0002 0.04
Monosaturated  Palmitoleic Cl6.1 1.75% 1.17° 1.822 1.65° 0.0002 0.05
Saturated Palmitic Cl16 32.10>  31.52° 35.67° 31.55° 0.0001 0.06
Saturated Margaric C17 1.48° 1.08° 1.32° 1.83¢ 0.0003 0.04
Polysaturated ~ Linoleic omega 6 C18.2 1.77 1.59° 1.50° 1.47° 0.0001 0.05
Monosaturated  Oleic C18.1 29.27 30.11 27.69 28.40 0.0002 0.05
Saturated Estearic C18 14.60° 13.23° 13.43° 18.90° 0.0001 0.04
Polysaturated A Linoleic omega3 C18.3 0.51° 0.33° 0.27¢ 0.18¢ 0.0003 0.06
Saturated Arachidic C20 0.77° 1.472 0.94* 0.65° 0.0001 0.03
100.21  100.05  100.27 100.12 0.0001 0.05

®3:06 rate 3.47° 4.82° 5.56° 8.17° 0.0002 0.06

Saturated 66.17°  65.82° 67.97° 67.77° 0.001 0.05

Unsaturated 34.04° 34.23¢ 32.30° 32.35° 0.002 0.05

Monosaturated 31.76 32.31° 30.53° 30.70° 0.001 0.06

Polysaturated 2.28 1.92° 1.77¢ 1.65d 0.002 0.04

ab.edDjfferent letters in the same line indicate significant statistical difference (P<0.05).

LB milk of grazing animals with probiotic.

SP milk of grazing animals.

COM milk of grazing animals with commercial concentrate.
CM commercial milk
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Table 2. Amino acids in milk of cows in dry matter (percentage)

Amino acids LB SP COM CM Prob SE+
Essential

Isoleucine 0.66 0.58 0.64 0.60 0.0001 0.06
Leucine 1.23 1.07 1.17 1.05 0.002 0.05
Lysine 1.27% 1.06® 1.18® 1.04° 0.0003 0.05
Metionine 0.34 0.29 0.32 0.29 0.0001 0.01
Phenylalanine 0.70 0.63 0.65 0.62 0.001 0.01
Valine 0.86 0.77 0.82 0.78 0.003 0.05
Threonine 0.51 0.43 0.44 0.44 0.0003 0.06
Histidine 0.44° 0.34° 0.37%® 0.33% 0.001 0.03
Tryptophan UD UD UD UD

Total 3.64 3.77 4.04 3.78 0.001 0.05

Non Essential

Cysteine 0.07* 0.05* 0.05* 0.05* 0.002 0.01
Tyrosine 0.73* 0.61° 0.67® 0.64® 0.0001 0.06
Arginine 0.55* 0.47° 0.51%® 0.47° 0.003 0.05
Alanina 0.41° 0.34° 0.36® 0.33° 0.002 0.05
Aspartic acid 1.04* 0.85° 0.98* 0.88° 0.002 0.05
Glutamic acid 2.55% 2.31%® 2.43%® 2.21° 0.003 0.06
Glycine 0.26* 0.19* 0.24° 0.17* 0.003 0.04
Proline 1.59* 1.12¢ 1.36° 1.30° 0.001 0.01
Serine 0.70? 0.58° 0.63® 0.58® 0.001 0.01
Total 7.90° 6.62° 7.23% 6.64° 0.002 0.02
Total Amino acids 13.91* 11.69° 12.82%® 11.80° 0.003 0.03

b cDifferent letters in the same line indicate significant statistical difference (P<0.05)

Without letter in the same line indicate that there was no significant statistical difference (P>0.05)
UD=undetermined

LB grazing with probiotic

SP grazing

COM grazing with commercial concentrate

CM commercial milk

Table 3.Total concentration of fatty acids in the milk of grazing animals with different supplementation

(percentage)

LAB SP COM CM Prob SE +
Saturated 66.17° 65.82° 67.97* 67.77* 0.002 0.05
Unsaturated 34.04 34.23 32.30 32.35 0.0003 0.06
Monosaturated 31.76° 32.31° 30.53° 30.40° 0.001 0.06
Polyunsaturated 2.28 1.92° 1.77¢ 1.65d 0.005 0.05
Omega 3 0.512 0.33° 0.27° 0.18¢ 0.002 0.06
Omega 6 1.772 1.59° 1.50° 1.47° 0.0001 0.02
Omega 6: omega 3 relation 3.47¢ 4.82¢ 5.56° 8.17° 0.0002 0.05
Cholesterol (mg/100mL) 83.2° 84.4° 87.5% 89.1° 0.001 0.06

ab cDifferent letters in the same line indicate significant statistical difference (P<0.05)
LB milk of grazing animals with probiotic

SP milk of grazing animals

COM milk of grazing animals with commercial concentrate

CM commercial milk
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Discussion

The performance of ingestion and rumination has
been widely documented, regarding the nature of diet,
essentially, its superior plant maturity and provided
fitness. These are aspects that could on influence the
filling of organs and dry matter degradation rate in
the digestive tract (Van Soest 1982).The fermentation
promoters (FP) have demonstrated to have the elements
that allow a better utilization of cell walls due to several
factors including the presence of a source of soluble
carbohydrates to offer energy as ATP of anaerobic
bacteria (Galina et al.2003).

By analyzing the ruminal liquor, the pH values
obtained with the use of FP were + 6.9 even when
there is no single consensus of pH value where the
functioning of ruminal microbiota is optimized.
The figures found in all treatments are between
the physiological limits of 6.0 and 7.2 (Elias 1971,
1983, Calsamiglia ef al. 2002 and Krause and Oetzel
2006), as optimal values to guarantee the digestion
of cellulose, and favor the increase of growth rate of
cellulitic/hemicellulolitic microorganisms, their
enzymatic activity and the products of their metabolism
(Marrero 2005). The values of pH reached with
the FP have a positive effect exerted by microbial
activators to stimulate bacterial growth and contribute
to increase the DM intake, mainly NDF (Puga et al.
2001abc).

Castafieda et al. 2010 achieved similar results in
the performance of goats and sheep, because they
demonstrated an increase of VFAs concentrations
from 2 and 8 hours after food ingestion. At the same
time, these authors reached a negative correlation
(r’=0.454, P <0.01) between pH and the concentrations
of these organic acids. A similar performance is possible
with the use of RF/LAB at this level indicates that in
the ruminal mixed ecosystem had to be influenced
not only by the concentration of these acids, but also
by other factors such as the buffering capacity of the
medium (Ramos and Antonio 2009 and Galina et al.
2009ab).This should have occurred in these treatments,
as a result of increased chewing and rumination, as it
was previously stated, which brings about a higher
production and segregation of saliva (Gutiérrez et al.
2012ab).The possibility of buffering these substances
(carbonates and phosphates), plus urea, and amounts
of VFAs, acetic and lactic acids, contained in LAB,
and produced in the rumen, together with pH stability,
should substantially improve the synthesis of microbial
protein (Elias 1983), and, consequently, increase animal
response.

According to Smith (1975), it is possible to
estimate the ruminal microbial mass from the AGVs
concentrations. Studies carried out in Cuba determined
the optimum level of 6 mL kg LW of LAB in the
ration, for increased production of microbial biomass
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El comportamiento en la ingestion y rumia ha sido
ampliamente documentado, si se tiene en cuenta la
naturaleza de la dieta, en lo esencial, su alta madurez
vegetativa y forma fisica suministrada, aspectos
que pudieron influir en el llenado delos 6rganos
y velocidad de degradacion de la MS en el tracto
digestivo (van Soest 1982). Los PF han demostrado
tener los elementos que permiten mejor utilizacion de
las paredes celulares, debido a varios factores, entre
los que se incluyen la presencia de una fuente de
carbohidratos solubles para la formacion de energia
en forma de ATP de las bacterias anaerobias (Galina
et al. 2003).

Al analizar el liquido ruminal, los valores de pH
obtenidos con el uso de PF fueron de £6.9, aun cuando
no existe un consenso unico del valor de pH donde
se optimice el funcionamiento ruminal, las cifras
encontradas en la totalidad de los tratamientos se
mantienen entre los limites fisiologicos de 6.0 y 7.2
(Elias 1971, 1983, Calsamiglia et al. 2002 y Krause
y Oetzel 2006), como valores Optimos para garantizar
la digestion de la celulosa, y posibilitar el incremento
del ritmo de crecimiento de los microorganismos
celuliticos/ hemiceluloliticos, su actividad enzimatica
y con ello, los productos de su metabolismo (Marrero
2005). Los valores de pH alcanzados con los PF tienen
efecto positivo en los activadores microbianos, al
estimular el crecimiento bacteriano y contribuir al mayor
consumo de MS, fundamentalmente de FND (Puga et al.
2001abc).

Castafneda et al. (2010) lograron resultados
semejantes en el comportamiento de cabras y ovinos,
al constatar aumento de las concentraciones de AGVs
a partir de las 2 y 8 h posteriores a la ingestion
de alimento. A la vez que afirmaron alcanzar una
correlacion negativa (r’= 0.454, P<0.01) entre el pH
y las concentraciones de estos acidos organicos. Un
comportamiento analogo es probable con el uso de
FR/LAB en este nivel e indica que el ecosistema
mixto ruminal hubo de estar influenciado no solo por
la concentracion de estos dacidos, sino también por
otros factores como la capacidad amortiguadora del
medio (Ramos y Antonio 2009 y Galina et al. 2009ab).
Como debid ocurrir en estos tratamientos, producto
del aumento de la masticacién y rumia, como se
evidenci6 antes, hubo mayor produccion y segregacion
de saliva (Gutiérrez ef al. 2012ab). La posibilidad de
amortiguar estas sustancias (carbonatos y fosfatos),
ademas de la urea y las cantidades de AGVs, acético
y lactico contenidos en LAB, y producidos en el
rumen, unido a la estabilidad del pH, debieron mejorar
sustancialmente la sintesis de proteina microbiana
(Elias 1983), y con ello aumentar la respuesta
animal.

Segtin Smith (1975), a partir de las concentraciones
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(Gutierrez et al.2012ab). This evidences better ruminal
fermentation and, consequently, more degradation of
forage enriched in cell walls and microbial mass,
which becomes part of digesta as bypass protein
of excellent amino acid composition, leaves the
rumen and is absorbed in the small intestine (Lopez
2009).

Although there are several in vivo studies describing
improvements in degradation rate of DM in the diet of
cattle consuming basically fiber, with the addition of
microbial additives from mixed cultures of yeast and
lactobacilli, such as those conducted by Flores (2000)
when using 1% of strains of Lactobacillus plantarum
in a basic diet containing concentrate and alfalfa, where
improvements in degradability were obtained in other
studies developed by Castillo (2009) and Gutiérrez
et al.(2012ab) evaluated microbial preparations of
S. cerevisiae, related to characteristics of ruminal
fermentation in cows fed fiber diets, and found an
increase of cellulolitic and total viable bacteria. With
the use of LAB, there was a significant improvement
in the content of essential fatty acids of milk from
the animals (Galina et al. 2009 and Elias ef al. 2010).
Nevertheless, differences found in the ingestion of DM
and NDF with LAB diet, regarding other treatments of
this study, can be attributed to similar effects to those
previously achieved in cattle, and thus, an increase of
disappearance rate of fibrous material in the rumen,
similar to that described by Galina et al. (2007).

Gutierrez et al. (2012 ab) stated that, in all
treatments with probiotics at different times during
incubation kinetics, there were high levels of DM
degradation despite the high fiber content, although
previously it had low digestibility in fibrous forages,
defined as materials of low nutritional value (Pérez
Infante 2010), with high levels of NDF and effects on
ruminal degradation Vergara and Araujo (2006) found
a negative correlation of fiber material with ruminal
digestion.

The results with LAB in the ration suggest that
there are major changes in the ruminal microbial
activity, resulting in an increased of fermentation
ability of structural carbohydrates, by degrading
complex carbonated chains and release simple strings
that were used by cellulolytic bacteria, as energy
sources for their growth since their beginning, plus
the contribution of LAB with peptides and amino
acids within its true protein (Elias, 1983 and Galina
et al., 2008ab, 2009a). This is demonstrated during
the kinetics performance of the curve, where LAB
stimulatory activity was observed, perhaps associated
to living cells, plus their activity in the ruminal liquor,
since the beginning of degradation kinetics and its
extension (Gutierrez et al. 2012b).

In studies of Gutierrez et al. (2012ab), with the use
of probiotics, the response to the characteristics during
degradation kinetics of DM showed that soluble
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AGVs, es posible estimar la masa microbiana del rumen.
Trabajos en Cuba determinaron el nivel optimo de 6 mL kg
PV de LAB en la racion para obtener mayor produccion
de biomasa microbiana (Gutiérrez et al. 2012a, 2012b).
Esto evidencia mejor fermentacion ruminal y, como
consecuencia, mayor degradacion de los forrajes ricos
en paredes celulares y masa microbiana, que se convierte
en parte de la digesta como proteina de sobrepaso de
excelente composicion aminoacidica, sale del rumen y se
absorbe en el intestino delgado (Lopez 2009).

Existen numerosos estudios in vivo que describen
mejoras en la tasa de degradacion de la MS en la dieta
de vacunos que consumen basicamente fibra con la
adicion de aditivos microbianos a partir de cultivos
mixtos de levaduras y lactobacilos. Flores (2000), al
utilizar 1 % de cepas de Lactobacillus plantarum en
una dieta bésica, elaborada a partir de concentrado y
alfalfa, obtuvo mejoras en la degradabilidad. Castillo
(2009) y Gutiérrez et al.(2012ab), al evaluar un
preparado microbiano de S. cerevisiae en cuanto a las
caracteristicas de la fermentacion ruminal en vacas
alimentadas con dietas fibrosas, encontraron aumento
de las bacterias viables totales y celuloliticas, con el
uso de LAB mejoraron significativamente el contenido
de acidos grasos esenciales en la leche de los animales
(Galina et al. 2009a y 2012, Elias et al. 2010). Sin
embargo, en este estudio, con la dieta de LAB, las
diferencias en laingestion de la MS y FND con respecto
al resto de los tratamientos, se puede atribuir a efectos
similares a los obtenidos en vacunos. Con esta dieta
se lograron incrementos en la tasa de desaparicion del
material fibroso del rumen, muy cercanos a los descritos
por Galina et al. (2007a).

Gutiérrez et al. (2012ab) documentaron que en la
totalidad de sus tratamientos con probidticos en los
diferentes tiempos, durante la cinética de incubacion, a
pesar del alto contenido en fibra, hubo niveles altos de
degradacion de la MS, aunque antes se habia observado
que en forrajes fibrosos se tenia baja digestibilidad.
Estos forrajes habian sido definidos como materiales
de bajo valor nutritivo (Pérez Infante 2010), con altos
niveles de FND y efectos en la degradacion ruminal.
Vergara y Araujo (2006) estudiaron antes este asunto,
y aseveraron haber encontrado correlacion negativa del
material fibroso con la digestion ruminal.

Los resultados con LAB en la racion parecen indicar
que se producen mayores cambios en la actividad
microbiana ruminal, lo que provoca aumento de la
capacidad fermentativa de carbohidratos estructurales,
al degradar cadenas carbonatadas complejas y liberar
cadenas simples utilizadas por las bacterias celuloliticas,
como fuentes de energia para su crecimiento desde sus
inicios, unido a la contribucion que hicieran los LAB de
péptidos y aminoacidos presentes en su proteina verdadera
(Elias 1983 y Galina et al. 2008a, 2008b, 2009a). Esto se
demuestra durante el comportamiento cinético de la curva,
donde se observo la actividad estimuladora de LAB,
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fraction (A) was the same in all treatments, mainly
because the incubated fibrous material was the same
(B. brizantha hay). This indicator was estimated from
the material lost during bag washing, at zero hour,
without ruminal incubation. In this regard, it can be
stated that the values of potential degradation (A +
B) were determined, primarily, by the insoluble, but
degradable, fraction (B).This fraction, according to
Ortiz et al. (2007)in studies developed with grasses,
express the permanence time of this type of feed in
the rumen, and it is related to the time of adaptation
and colonization of microorganisms to degrade this
fraction. At the same time, there is a high degradation
rate (c) of insoluble fraction (B) with values of 2.9 h'!.
Similarly, the highest value of effective degradability
(ED) of the potentially degradable fraction was
determined by the lowest ruminal turnover rate (2%
h). In the latter, the effective degradation decreases
with the increase of ruminal turnover rate. This
confirms the importance of using effective degradation
and not the potential one, for calculating diet, as
proposed by Leichtle and Cristian (2005).
Regarding the product quality, the minimum
content of saturated fatty acids (SFA) was found
in the milk of grazing animals, being significantly
superior when the probiotic was added. The literature
states that a low content of SFA may favor human
health because of the information accumulated of
the effect of blocking of blood vessels on coronary
diseases (Pfeuffer and Schrezenmeir 2000). Results of
the present study explain that the feeding system, in
general, and specifically free grazing in a silvopastoral
system, allows each cow, mainly in forage-diversity
areas, to form a diet according to their own needs,
which have a good effect on nutritional characteristics
of milk, making it favorable for health. The highest
content of trans-fatty acids was present in grazing
milk. Negative effects of trans-fatty acids on health
were considered similar to those reported for saturated
fatty acids (Sicchiari, 2008) until recently. Negative
effects of trans-fatty acids on coronary pathologies
and cytotoxicity were determined from observations on
the metabolism of hydrogenated fatty acids, produced
during the manufacturing of industrial feeds. Trans
derived from processes of ruminal biohydrogenation,
like those produced by rumen, have demonstrated
positive effects on human health (Wencelova et al.
2015). In the present study, this fact was observed
for most of C18:1 transvaccenic acids, though the
action of 9 desaturation, where it is metabolized in
C18: 2 11 trans 9 cis, which represents one of the
most important precursor of beneficial CLA (Castillo
et al. 2013). Therefore, after having this relatively
new knowledge, the role of trans fatty acids in the
feeding system of ruminants in free grazing have to
be reevaluated for producing a “better” milk for the
health of the consumer. This fact is a great concern in
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quizas asociada a células vivas, mas su actividad en el
fluido ruminal, desde los inicios de la cinética degradativa
y en su extension (Gutiérrez et al. 2012b).

En trabajos de Gutiérrez et al. (2012ab), en los que
se utilizaron probioticos, la repuesta a las caracteristicas
durante la cinética degradativade la MS para la fraccion
soluble (A) fue la misma en todos los tratamientos, debido
fundamentalmente a que el material fibroso incubado
era el mismo (heno de B. brizantha). Este indicador se
estimo a partir del material perdido durante el lavado
de la bolsa, a la hora cero, sin incubacion ruminal. Al
respecto, se pudiera argumentar que los valores de la
degradacion potencial (A+B) estuvieron determinados,
basicamente, por la fraccion insoluble, pero degradable
(B). Esta fraccion, segtn Ortiz et al. (2007) en trabajos
desarrollados con gramineas, expresa el tiempo de
permanencia de este tipo de alimento en el rumen, y esta
relacionada con el tiempo de adaptacion y colonizacion
de los microorganismos para degradar esta fraccion. A la
vez que se presenta alta velocidad de degradacion (c) de
la fraccion insoluble (B), con valores de 2.9 h'. De igual
manera, el mayor valor de la degradabilidad efectiva
(DE) de la fraccion potencialmente degradable estuvo
determinado por la menor tasa de recambio ruminal
(2 % h). En esta tlltima se constat6é que con el aumento
de latasa de recambio ruminal disminuye la degradacion
efectiva. Esto reafirma la importancia de utilizar la
degradacion efectiva, y no la potencial, para el calculo
de la dieta, segun lo planteado por Leichtle y Cristian
(2005).

Con respecto a la calidad de producto, el contenido
minimo de 4cidos grasos saturados (AGS) en la
leche procedente de los animales en pastoreo, fue
significativamente superior cuando se agreg6 el probiotico.
Se reconoce en la literatura que un menor contenido
de AGS parece favorecer la salud humana, debido a la
informacion acumulada sobre el efecto de bloqueo de
los vasos sanguineos en las enfermedades coronarias
(Pfeuffer y Schrezenmeir 2000). Los resultados de este
trabajo permiten suponer que el sistema de alimentacion
en general y, en especifico el pastoreo libre, en un ambiente
silvopastoril, permite que cada vaca, particularmente en
la diversidad de forrajes, tenga una dieta de acuerdo con
sus necesidades, que tienen efecto en las caracteristicas
nutricionales de la leche, favorable a la salud. El mayor
contenido de acidos grasos trans estuvo en la leche de
pastoreo. Hasta hace poco uno de los efectos negativos
de los 4cidos grasos trans en la salud se consider6 similar
al informado para los 4cidos grasos saturados (Sicchiari
2008). Los efectos negativos de los 4cidos grasos trans en
patologias coronarias y citotoxicidad, se determinaron a
partir de observaciones sobre el metabolismo de los acidos
grasos hidrogenados, producidos durante la manufactura de
alimentos industriales. Los trans derivados de los procesos
de biohidrogenacion ruminal, como los producidos por el
rumen, han mostrado efectos positivos en la salud humana
(Wencelova et al. 2015). En este trabajo se constato, de
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Mexico because a big part of the population suffers
from obesity or overweight, which may be translated
into degenerative chronic diseases, mainly coronary
changes (Rubino 2014).

The beneficial effect of omega 3 and omega 6
polyunsaturated acids have been abundantly documented
(Colavilla et al. 2014). New studies have demonstrated
the importance of maintaining a rate lower than 5:1
between omega 6 and omega 3, because superior
concentrations block the beneficial effects of omega 3,
affecting health (Colavilla ef al. 2014 y Rubino 2014).
Only LAB with 3.48 and SP with 4.79 reached this
parameter while grazing supplemented with commercial
concentrates is slightly superior (5.54) and the average
of 8 commercial milks was 8.40, which means that the
little contained omega 3 would have no effect on health
because it is blocked by omega 6 (Simopoulos 2002 and
Strandvik 2011).

Even though the differences demonstrated between
the two systems, omega 3/omega 6 relation and
CLA values were favorable for both systems, which
demonstrates the importance of biohydrogenation
in milk production, which decreases with the use of
lactic bacteria. Significant differences in the profile
of beneficial fatty acids from the milk of grazing or
stabulated animals, with the addition of a supplement
of lactic acid bacteria, compared to commercial milk,
demonstrates the importance of biohydrogenation in
the ruminal metabolism for milk quality and consumer
health (Galina et al. 2013).

Results of BH with LAB were similar to those
obtained in diets supplemented with organic acids
or plant with oils (Wencelova et al. 2015), which
suggests that lactic acid bacteria have a form of ruminal
fermentation that may have a similar effect, and
results in a better quality of milk (Galina ef al. 2012).
Therefore, several observations have been performed,
comparing feeding system in stabulation or grazing with
or without the use of lactic bacteria supplementation.
The significant differences in the profile of essential
fatty acids among the milks of grazing animals, with the
addition of lactic bacteria supplementation, compared
to commercial milk, demonstrated the importance
of BH in ruminal metabolism for milk quality and
consumer health. Then, animals from silvopastoral
system with supplementation of PF and probiotics
were those that produced significantly better quality
milk, compared to grazing without probiotics or those
stabulated with or without probiotics.

Conclusions

Results have demonstrated that the two feeding
systems in grazing, even if both are mainly composed
of fresh green forages, improve the quality of milk
probably due to an increase of USFA in diets.
Nevertheless, due to the decrease of BH using
LAB, there is a production of better quality milk in

Cuban Journal of Agricultural Science, Volume 50, Number 1, 2016. 50th Anniversary.

hecho, para la mayoria de los C18:1, trans vaccénicos. Esto
ultimo mediante la accion de la 9 desaturacion, en la que se
metaboliza en C18: 2 11 trans 9 cis, que representa uno de
los precursores mas importantes del ALC benéfico (Castillo
etal. 2013). Por lo tanto, desde esta perspectiva, la funcion
de los 4cidos grasos trans en el sistema de alimentacion
de los rumiantes en pastoreo libre tiene que ser revaluada
en el contexto de producir una leche mejor desde el punto
de vista de la salud del consumidor. Este fendémeno en
Meéxico es una gran preocupacion, debido a que una parte
significativa de la poblacion sufre de obesidad o sobrepeso,
que se traduce en las enfermedades cronico degenerativas,
particularmente los trastornos coronarios (Rubino
2014).

El efecto benéfico de los acidos poliinsaturados omega
3 y omega 6 ha sido abundantemente documentado
(Colavilla et al. 2014 y Rubino 2014). Estudios
recientes han demostrado la importancia de mantener
una relacion menor a 5:1 entre el omega 6 y el omega 3,
ya que concentraciones superiores bloquean los efectos
benéficos del omega 3, siendo contraproducentes para la
salud (Colavilla et al. 2014), solamente LAB con 3.48 'y
SP con 4.79 cumplen con este parametro, mientras que
el pastoreo suplementado con concentrados comerciales
supera ligeramente esta frontera (5.54) y el promedio de
8 leches comerciales es de 8.40. Esto significaria que
el poco omega 3 contenido no tendria ningn efecto
en la salud, debido a que es bloqueado por el omega 6
(Simopoulos 2002 y Strandvik 2011).

Incluso, a pesar de las diferencias que se demostraron
entre los dos sistemas, los valores de ALC y la relacion
de omega3/omega6 fueron favorables para ambos
sistemas. Esto permite demostrar la importancia de la BH
en la produccion de la leche, que disminuye con el uso
de las bacterias lacticas. Las diferencias significativas
en el perfil de acidos grasos benéficos entre las leches de
pastoreo o estabulacion con la adicion de un suplemento
de bacterias lacticas con respecto a la leche comercial
demuestra la importancia de la BH en el metabolismo
ruminal, especialmente en lo que respecta a la calidad
de la leche y la salud del consumidor (Galina et al.
2013).

Los resultados sobre BH con LAB fueron similares
a los obtenidos en dietas suplementadas con acidos
organicos o plantas con aceites (Wencelova et al. 2015),
lo que permite suponer que las bacterias lacticas tienen
una forma de fermentacion ruminal que posibilita un
efecto similar, que se traduce en mejor calidad de la leche
(Galina et al. 2012). Para ello se han realizado varias
observaciones comparando sistemas de alimentacion en
estabulacion o pastoreo con o sin el uso de suplementos
de bacterias lacticas. Las diferencias significativas en
el perfil de 4cidos grasos esenciales entre las leches de
pastoreo con la adicidén de un suplemento de bacterias
lacticas con respecto a la leche comercial demostraron
la importancia de la BH en el metabolismo ruminal
para la calidad de la leche y su repercusion en la salud
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their profile of essential fatty acids, and a favorable
significant difference was observed, even compared
to SP (P < 0.05), which meant that with a decrease of
BH due to lactic flora that decreases when there is a
substrate with higher diversity of forages, as in the case
of animals in LAB.

Acknowledgements

The authors would like to thank PAPIIT UNAM IT
202014-3 and Catedra CONS-207 of FES-Cuautitlan
UNAM

117

del consumidor. Desde luego, los animales en sistema
silvopastoril con suplementacion de PF y probidticos
fueron los que produjeron significativamente leche de
mejor calidad, con respecto a los que estaban en pastoreo
sin probidticos o los que se hallaban en estabulacion, con
probidticos o sin ellos.

Conclusiones

Los resultados demostraron que los dos sistemas de
alimentacion en pastoreo, incluso si ambos se componen
principalmente de forrajes frescos verdes, mejoran la

calidad de lacteo, probablemente debido al aumento de
AGNS de la dieta. No obstante, por la disminucién de
BH, utilizando LAB, se produce leche de mayor calidad
en su perfil de acidos grasos esenciales. Se constatd
diferencia significativa favorable, ain al compararla con
el SP (P <£0.05), lo que signific6 que con una caida de
BH, producto de la flora lactica que disminuye cuando
existe un substrato de mayor diversidad de forrajes, como
fue el caso de los animales en LAB.
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