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Efecto de la Suplementacion con Medicago sativa (Alfalfa)
sobre Algunos Parametros de la Leche Bovina

EFFECT OF SUPPLEMENTING MEDICAGO SATIVA (ALFALFA) ON SOME PARAMETERS OF
BovinE MiLk

Anastasia Cruz Carrillo', Carlos Sebastian Lizarazo Cely', José Luis Porras Vargas'

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar si la suplementacion con alfalfa en vacas en
produccién podria generar un efecto antioxidante y modificar la composicion de los aci-
dos grasos de la leche. Se utilizaron 19 vacas distribuidas en un grupo tratado (suplemen-
tado con alfalfa; n=11) y un grupo control (n=8). Se determind el nivel de oxidacion de la
grasa de la leche (prueba de jabon de cobre), la calidad composicional y la presencia de
acidos grasos (cromatografia de gases) en la leche. La grasa de la leche de los animales
suplementados mostré mayor estabilidad y menor oxidacién respecto al grupo control,
mostrando un efecto antioxidante, aun en aquella leche que se mantuvo 14 dias a tempe-
ratura ambiente. Asimismo, hubo aumento de acidos grasos poliinsaturados y disminu-
cion de los saturados, y aumento del porcentaje de grasa total de la leche. Se concluye que
la suplementacion con alfalfa da mayor estabilidad a la grasa de la leche por su efecto
antioxidante y mejora la proporcion de 4cidos grasos poliinsaturados con disminuciéon de
los saturados, lo cual podria ser mas benéfico para la salud del consumidor.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine whether alfalfa supplementation in milking
cows could generate an antioxidant effect and modify the composition of milk fatty acids.
Nineteen cows were distributed in a treated group (supplemented with alfalfa; n=11) and
a control group (n=8). The level of oxidation of milk fat (copper soap test), compositional
quality and the presence of fatty acids (gas chromatography) in milk were determined. The
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milk fat of supplemented animals showed greater stability and less oxidation compared to
the control group, showing an antioxidant effect even in milk kept during 14 days at room
temperature. There was an increase of polyunsaturated fatty acids and a decrease of the
saturated ones, and the percentage of total milk fat increased. It is concluded that alfalfa
supplementation gives greater stability to milk fat due to its antioxidant effect, without
affecting the reproductive performance of cows and improves the proportion of
polyunsaturated fatty acids with a decrease of saturated ones, which would be more

beneficial to consumer health.
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INTRODUCCION

Medicago sativa (lucerna o alfalfa), es
una leguminosa perenne de la familia
Febaceae (Benzada, 2010), ampliamente uti-
lizada en nutriciéon animal como fuente de
proteina. Las nuevas tendencias que buscan
no solo alimentar sino aportar compuestos
para atender la salud humana y animal, asi
como producir alimentos de origen animal
enriquecidos, han resaltado el uso de alfalfa
por la presencia de metabolitos secundarios,
como los flavonoides (Gohlke et al., 2013).
Estos compuestos polifenolicos, con una es-
tructura comun a todos, el glucésido benzo-
y-pirano (Cartaya y Reynaldo, 2001), son re-
conocidos como metabolitos antioxidantes y
captadores de radicales libres (Rana et al.,
2010).

Los flavonoides de algunas legumino-
sas, incluyendo la alfalfa, también tienen efec-
to xenoestrogénico, utilizado con intenciones
terapéuticas, pero también identificados como
inductores de infertilidad en animales
(Benzada, 2010; Al-Dosari, 2012). Las prin-
cipales isoflavonas son genisteina daidzeina
y glicetina (Trinacty et al., 2009) unidas a
carbohidratos, que se encuentran en la alfal-
fa y otras leguminosas (Woclawek-Potocka
etal.,2013). Una vez que las isoflavonas son
consumidas por los rumiantes, las bacterias
ruminales hidrolizan el enlace carboxilico de-
jandolas como agliconas; luego la daidzeina
es convertida a equol, el cual tiene una capa-
cidad estrogénica alta, y la genisteina a p-
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etil-fenol. El rumen requiere cerca de 10 dias
para adaptarse a esos cambios y estabilizar
el metabolismo de las isoflavonas. Las
agliconas son absorbidas en el rumen y
biotransformadas por glucuronidacién y
sulfatiacion en el higado, para luego pasar a
circulacion general, donde pueden encontrarse
en altas concentraciones en la sangre
(Woclawek-Potockaet al, 2005; Piotrowoska
et al.,2006), aunque su tiempo de vida media
es corto. Finalmente, los compuestos son eli-
minados en forma activa por la orina y la le-
che (Setchell et al., 2003; Trinacty et al.,
2009).

Con base en diferentes estudios, donde
destacan los de Antignac et al. (2004),
Hoikkala et al. (2007) y Steinshamn et al.
(2008), se afirma que las isoflavonas y sus
metabolitos (principalemente el equol), se
encuentran en altas concentraciones en la
leche de vacas suplementadas con legumi-
nosas como tréboles, soya, alfalfa. Trinacty
et al. (2009) y Kilic y Lindsay (2005) repor-
tan altas concentraciones de daidzeina y equol
en leche de vacas y cabras suplementadas
con soya. Con lo anterior, se presume que la
presencia de isoflavonas y sus metabolitos
activos en la leche pueden constituir una fuen-
te de antioxidantes para las personas y que la
inclusion de flavonoides en la dieta seria el
factor determinante de su presencia en la le-
che (De Feo et al., 2006).

El objetivo del trabajo fue evaluar la

accion antioxidante de Medicago sativa en
la leche de vacas suplementadas con alfalfa,
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evaluando la calidad composicional de la le-
che, el proceso de rancidez y la presencia de
acidos grasos en la grasa.

MATERIALES Y METODOS

Lugar y Animales de Estudio

Los animales del estudio eran parte de
la Granja Experimental Tungiiavita de la Uni-
versidad Pedagogica y Tecnologica de Co-
lombia (UPTC), ubicada en el municipio de
Paipa, Boyaca (Colombia). Paipa esta ubi-
cada en la cordillera oriental colombiana, a
2525 msnm, con 13 °C de temperatura pro-
medio y 738 mm de precipitacion pluvial
anual.

Se seleccionaron 22 hembras en el pri-
mer tercio de lactancia, aparentemente sa-
nas, con antecedentes de normalidad
reproductiva y que hubieran tenido por lo
menos una cria. Los animales incluidos fue-
ron de las razas Holstein, Simmental, Jersey
y cruces de estas razas; se encontraban va-
cunados contra aftosa y brucelosis y esta-
ban desparasitados. Se dividieron al azar en
un grupo tratado y uno control, cada uno con
11 animales; no obstante, la granja vendio tres
vacas del grupo control durante el estudio.

Los animales se mantuvieron al pasto-
reo sobre pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum), en un sistema de rotacion de
potreros y con dos ordefos al dia, donde re-
cibian suplemento concentrado segun sus ni-
veles productivos. El manejo, lugar de man-
tenimiento y condiciones generales fueron
iguales para todas. Las hembras suplemen-
tadas recibieron harina de alfalfa comercial
durante cada ordefio, en cantidad equivalen-
te a su peso vivo y produccion de leche, sien-
do entre 3 y 4 kg por animal. La harina de
alfalfa se suministré mezclada con el con-
centrado durante cuatro meses, ademas de
un mes como periodo de acostumbramiento.
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Valoraciones y Procedimientos

Las variables dependientes fueron oxi-
dacion de la grasa de la leche usando la prue-
ba de jabon de cobre, composicion de la le-
che y cuantificacion de 4cidos grasos.

Al cumplirse los cuatro meses de
suplementacion, se tomaron tres muestras de
leche por animal. La primera (10 ml) se en-
vio refrigerada al laboratorio Mol Labs-
Quimiométricas para la cuantificacion de aci-
dos grasos (AG) mediante cromatografia de
gases, usando como blanco BHT una co-
lumna Rtx- 2330 60 m, 0.32 mm ID, 0.2 pm,
el programa 100 °C/2 min, 250 °C/11 min
(21 °C/min), Split inicial: 25, Split 3 min: 2y
volumen de inyeccion 1 pl. El equipo usado
fue un cromatografo de gases Varian 3900,
con detector de ionizacion de llama. La se-
gunda muestra (10 ml) se envio refrigerada
al Laboratorio de Nutricion Animal, UPTC,
para evaluar la calidad composicional
(Lactoscam), valoracion realizada el mismo
dia que se tomo la muestra, la cual se colectod
después del ordefio de cada animal y poste-
rior a su homogenizacion. La tercera mues-
tra (9 ml) fue dividida en tres viales y se uti-
liz6 para la determinacion del efecto
antioxidante de los flavonoides en la leche,
mediante la cuantificacion de acidos grasos
libres, utilizando la prueba de solvente de ja-
bon de cobre modificada (Shipe et al., 1980)
en el Laboratorio de Nutriciéon Animal, UPTC.

Para esta ultima prueba se utilizo el
método de extraccion de jabon de cobre mo-
dificado para medir &cidos grasos de la le-
che, segun Shipe et al. (1980). La técnica se
basa en la medicion del cido palmitico libre
mediante espectrofotometria, cuya concen-
tracion es directamente proporcional al gra-
do de oxidacion de la grasa de la leche. La
primera muestra se analizo en el momento
que llego al laboratorio, en tanto la segunda y
tercera muestra se almacenaron a tempera-
tura ambiente para analizarlas a los 7 y 14
dias respectivamente, buscando determinar
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Cuadro 1. Concentracion de acido palmitico (ng/ml) en leche de vacas suplementadas durante
cuatro meses con harina de alfalfa y en vacas control, donde la leche fue
almacenada por 0, 7 y 14 dias a temperatura ambiente

Grupo tratado Grupo control

Vaca Dia 0 Dia 7 Dia 14 Vaca Dia 0 Dia 7 Dia 14
1 0.01 1.84 20.20 1 13.00 71.73 111.7
2 0.03 3.64 23.80 2 2.74 27.40 55.96
3 0 0 0 3 0 0.36 36.40
4 22.00 41.05 60.20 4 9.40 47.38 63.92
5 0.05 16.50 73.76 5 0.03 16.60 56.07
6 0 0.09 1.66 6 43.15 63.46 78.07
7 1.66 2.02 2.14 7 2.27 50.96 94.26
8 0 0.31 25.60 8 7.60 40.65 74.50
9 2.20 14.80 45.30
10 40.00 51.15 60.00
11 2.20 25.6 43.11

Total 6.19* 14.27% 32.34° Total 9.77* 39.81° 65.59¢

abesyperindices diferentes entre valoraciones en el total indican diferencias significativas (p<0.05)

la presencia de acidos grasos libres como
consecuencia del efecto del tiempo sobre la
oxidacion de la grasa de la leche.

Analisis Estadistico

La evaluacion del efecto antioxidante de
la leche se realiz6 mediante un analisis de
varianza teniendo en cuenta las variables
tiempo de almacenamiento y tratamiento. La
diferencia estadistica entre tratamientos se
determinod con una prueba de diferencia mi-
nima significativa DMS.

Para el andlisis de la calidad
composicional de la leche se trabajo con los
promedios de los parametros evaluados y se
aplico la prueba «t» para pruebas indepen-
dientes para determinar posibles diferencias.
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RESULTADOS

Harina de Alfalfa

La evaluacion bromatologica de la hari-
na de alfalfa comercial presentdé 96.9% de
materia seca, 8.7% de cenizas, 12.2% de pro-
teina cruda, 41.1% de fibra cruda, 59.3% de
fibra detergente neutra, 48.8% de fibra de-
tergente acida, 1.4% de grasa y 34.5% de
extracto etéreo. Los animales tomaron entre
5y 7 dias en acostumbrarse a la racion.

Efecto Antioxidante
La concentracion de acido palmitico en

la primera medicion (Dia 0) fue relativamen-
te similar para el grupo tratado y el grupo
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Cuadro 2. Concentracion de acidos grasos (AG) en leche y grasa de leche de vacas
suplementadas durante cuatro meses con harina de alfalfa y en vacas control

Acido graso

Grupo tratado Grupo control

g AG/100 gAG/100 gAG/100 gAG/100
gdegrasa gdeleche gdegrasa gdeleche

Metil hexanoato

Metil octanoato (metil caprilato)
Metil decanoato (metil caprinato)
Metil laurato

Metil tridecanoato

Metil tetradecanoato (metil miristato)
Metil éster del 4cido miristotélico
Metil pentadecanoato

Metil palmitato

Metil palmitoleato

Metil heptadecanoato

Metil éster de acido cis-10-
heptadecanoido

Metil octadecanoato (metil estearato)
Metil éster del acido trans-9-eladinico
Metil éster del acido cis-9-oleico
Metil éster del acido linolelaidico
Metil linoleato

Metil cis-11 eicosanotato

Metil lignocerato

1.31

7.71

1.41

1.00 0.03 0.92 0.03
0.56 0.02 0.50 0.02
0.05 1.00 0.04
1.55 0.06 1.45 0.05
-- 0.05 0
0.31 7.36 0.30
1.66 0.06 1.77 0.07
0.05 1.61 0.06
27.94 1.13 2481 1.01
1.20 0.04 1.30 0.05
0.88 0.03 2.17 0.08
0.29 0.01 0.58 0.02
9.17 0.47 9.48 0.38
3.42 0.14 3.70 0.13
23.40 0.94 27.33 1.13
0.29 0.02 0.25 0.01
2.02 0.08 1.57 0.06
1.54 0.06 0.24 0.01
-- 0.42 0.01

Cuadro 3. Calidad composicional de la
leche de vacas de vacas suplementadas
durante cuatro meses con harina de alfalfa
y en vacas control

Tratadas Control

Grasa (%) 3.34 3.05
Densidad 24.82 259
Soélidos totales (%) 12.2 12.75
Proteina (%) 2.61 2.86
Lactosa (%) 4.12 4.11
pH 6.4 6.5
856

control (6.19 y 9.77 ng/ml, respectivamente),
en tanto que en la tercera medicion (Dia 14)
las diferencias fueron marcadas (32.34 y
65.59 ng/ml, respectivamente, p<0.05) (Cua-
dro 1). La concentraciéon de acido palmitico
aumento con el tiempo en ambos grupos,
mostrando el proceso oxidativo de la grasa;
sin embargo, dicho proceso fue mas rapido
en los animales no tratados.

Presencia de Acidos Grasos

De los AG evaluados, palmitato, metil
linoleato, metil tetradecanoato, metil-
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decanoato, metil laurato, metil hexanoato,
metil octanoato, metil éster del acido
linolelaidico y metil cis-11 eicosanotato tuvie-
ron mayor concentracion en grasa de la le-
che de los animales tratados (p<0.05). Asi-
mismo, metil éster del acido cis-9-oleico, metil
heptadecanoato, metilpentadecanoato, metil
palmitoleato, metilocatadecanoato, metil éster
del acido cis-9-oleico, metil éster del acido
trans-9-eladinico, metil éster de acido Cis-10-
heptadecanoido y metil éster del acido
miristotélico se encontraron en menor con-
centracion en la grasa de la leche de las va-
cas tratadas, teniendo una diferencia signifi-
cativa (p<0.05) (Cuadro 2).

Calidad Composicional de la Leche

El porcentaje de grasa fue ligeramente
superior en la leche de vacas suplementadas
en comparacion con la leche de las vacas
control, aunque esta diferencia no fue signifi-
cativa. Por otro lado, los porcentajes de pro-
teina y solidos totales y la densidad de la le-
che fueron ligeramente superiores en la le-
che de las vacas control, pero estas diferen-
cias no fueron significativas, lo que sugiere
que la suplementacion con alfalfa no influy6
en las caracteristicas de la leche (Cuadro 3).

DiscusioN

La oxidacion de la grasa de la leche fue
menor en la leche de las vacas suplementa-
das, incluso a los 14 dias de haberla obtenido
y dejandola a temperatura ambiente. La ca-
pacidad de las isoflavonas de evitar o preve-
nir la oxidacion de la grasa de los alimentos
fue reportada por Moreno et al. (2007), quie-
nes mediante pruebas in vitro (valor indice
de perdxidos) demostraron la accion
antioxidante de isoflavonas obtenidas de
Citrus paradisi (pomelo, toronja) frente a
aceites de soja.

En los grupos, tratado y control de este
estudio, se pudo evidenciar que la concentra-
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cion de acido palmitico, interpretada como
indicador del proceso de oxidacion de la gra-
sa de la leche, fue similar el dia cero, lo que
significa que las muestras llegaron al labora-
torio con un grado de oxidacion bajo, por el
poco tiempo que habia transcurrido entre la
toma y la valoracion. Cuando la leche se
mantuvo a temperatura ambiente, se obser-
vO que para los dias 7 y 14, la grasa de la
leche fue sufriendo proceso oxidativo, refle-
jado en el aumento progresivo de la concen-
tracion del acido palmitico libre, que fue muy
marcada para el grupo control en el dia 14,
dia donde se encontrd diferencia significati-
va con el grupo tratado. Comparando los re-
sultados de la prueba en ambos grupos, se
infiere que la suplementacion con alfalfa ge-
nero6 un efecto antioxidante de la grasa de la
leche, toda vez que la liberacion de acido
palmitico fue menor a lo observado en el gru-
po control.

Los AG presentes en la leche, ante las
condiciones de manipulacion y transporte en
temperaturas relativamente altas, propias de
los paises tropicales, son convertidos por pro-
cesos no enzimaticos en AG libres (AGL),
que luego son transformados en AG satura-
dos (AGS). Estos pueden sufrir
enranciamiento u oxidacion, procesos causan-
tes de la descomposicion no bacteriana de la
leche (Paez et al., 2006). La oxidacion de las
cadenas de acidos grasos de la grasa de la
leche conduce a alteraciones quimicas de sus
compuestos y a sabores y olores desagrada-
bles; en el proceso se forman radicales libres
que reaccionan con el oxigeno, formando
hidroperoxidos que por ser inestables propa-
gan la reaccion oxidativa (Martinez-
Monteagudo ef al, 2012). La oxidacion de la
grasa lactea requiere, como paso previo, la
hidrolisis de los triglicéridos constituyentes y
la liberacion de los acidos grasos, por accion
de las lipasas, enzimas presentes y activas
en leche, con el consiguiente descenso del
pH, lo que podria relacionar las variaciones
del pH y el estrés oxidativo de la leche (Mi-
randa et al., 2011).
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Las diferencias encontradas en AG en
la leche de los dos grupos de vacas no gene-
raron un cambio marcado en la composicion
de los AG, toda vez que ello depende de la
dieta y fisiologia propias de la especie. En
este estudio se encontré mayor concentra-
cion de los AG saturados y menor proporcion
de los insaturados, en concentraciones que
varian de un AG a otro, en concordancia con
la fisiologia digestiva y de la glandula mamaria.
La leche bovina contiene 70-75% de AGS
(latirico, miristico y palmitico), 20-25% de AG
insaturados y tan solo 5% de AG
poliinsaturados, AGPI (linoleico), donde los
primeros se asocian con problemas de
hipercolesterolemia y alteraciones cardiacas
en animales y humanos y los segundos son
hipolipemiantes (Castro et al., 2014; Samkova
et al.,2014). En este estudio se encontraron
diferencias entre unos y otros. Metil
octanoato (metil caprilato) estuvo en concen-
tracion de 0.56% en vacas que recibieron al-
falfay 0.5% en aquellas que no la recibieron,
valores por debajo de lo reportado por Garcia
et al. (2014) quienes indican un valor de
2.5%. Situacion similar se observa con el metil
decanoato (metil caprinato) que el mismo
autor reporta en concentracion de 3.8% para
la leche de vaca; sin embargo, la concentra-
cion del metil tetradecanoato (metil miristato)
estuvo mas alta en el presente trabajo. Por
otro lado, el metilpalmitato mostré un com-
portamiento similar a lo que indica la literatu-
ra (25%), ya que estuvo en concentracion de
27.9% (suplementadas) y 24.81% (no suple-
mentadas). Las diferencias encontradas se
indica que corresponden a diferencias
metabolicas ruminales asociadas con los di-
ferentes tipos de dietas (Garcia et al., 2014).

En ambos grupos de este estudio se pudo
evidenciar que la concentracion de acido
palmitico, interpretada como indicador del
proceso de oxidacion de la grasa de la leche,
fue similar el dia cero, lo que significa que las
muestras llegaron al laboratorio con un grado
de oxidacion bajo por el poco tiempo que ha-
bia transcurrido entre la toma y la valoracion.
Cuando la leche se mantuvo a temperatura
ambiente, se observd que para los dias 7y 14
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la grasa de la leche fue sufriendo proceso
oxidativo, reflejado en el aumento en la con-
centracion del acido palmitico libre que fue
muy marcada para el grupo control en el dia
14 en el que se encontro diferencia
estadisticamente significativa con el grupo
tratado

La calidad de la leche de los animales
de estudio estuvo dentro de los parametros
indicados para el pais para leche cruda (MPS,
2006). No obstante, se esperaba un aumento
en el porcentaje de proteinas, tal como lo re-
porta la literatura cuando se administra alfal-
fa (Doreau et al, 2014; Zyl et al., 2014). En
forma similar, se esperaba un incremento en
la grasa de la leche (Doreau et al., 2014;
Samkova et al., 2014; Zyl et al., 2014), asi
como aumento de los acidos grasos
monoinsaturados y disminucion de los satu-
rados (Doreau et al., 2014).

CONCLUSIONES

e Las isoflavonas y sus metabolitos acti-
vos eliminados en la leche de vacas su-
plementadas con alfalfa pueden generar
efecto antioxidante, capaz de retardar la
oxidacion de la grasa de la leche, pro-
longando su tiempo de vida util.

e Laadicion de alfalfa en la racion diaria
de vacas en produccion influy6 positiva-
mente en la concentracion de grasa de
la leche, aumentando los AG
poliinsaturados y disminuyendo los satu-
rados.

e Lasuplementacion con alfalfa no gene-
r6 cambios marcados en la calidad
composicional de la leche.

e La presencia de isoflavonas en la leche
de vacas suplementadas con alfalfa y la
modificacion de los acidos grasos pre-
sentes, puede significar al productor la
obtencion de un producto enriquecido,
que fuera de los nutrientes propios de la
leche, aporta al consumidor sustancias
antioxidantes benéficas para la salud y
acidos grasos benéficos, sin afectar la
salud del animal.
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