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RESUMEN

Titulo del trabajo: “Efecto de la utilizacién de lino en la alimentacién de corderos de cebo

sobre el desarrollo y metabolismo del tejido graso”.

Tutor: José Antonio Mendizabal Aizpuru

RESUMEN

Los malos habitos de vida (mala alimentacion, sedentarismo, estrés,...), han favorecido
la aparicion de enfermedades cardiovasculares, obesidad,... Todo ello ha ocasionado que, en la
actualidad, el consumidor ya no se preocupe unicamente de la calidad organoléptica de los
alimentos, sino que el cuidado de la alimentacion haya tomado tal importancia que el comprador

se preocupe asimismo de su composicion, principalmente de la composicion de su grasa.

En este sentido, los productores de alimentos, como los ganaderos, han de adaptarse a
las preferencias de los consumidores. Por ello, es cada vez mas frecuente la utilizacion de
materias primas, con una composicion rica en acidos grasos tipo omega 3, como es el caso del

lino, para obtener carnes con una composicion grasa adecuada.

El presente trabajo se engloba dentro de un proyecto de investigacion en el que se
pretende estudiar el efecto de la utilizacion de lino en la alimentacidn de corderos de cebo sobre
las caracteristicas de crecimiento y de la canal, sobre el desarrollo y metabolismo del tejido
graso y la composicion en &cidos grasos de dicha grasa. Concretamente en este Trabajo Fin de
Carrera se ha estudiado el efecto de la utilizacién de lino en las dietas de corderos sobre el

desarrollo y metabolismo del tejido graso.




Resumen

Para ello se han utilizado 36 corderos machos de raza Navarra repartidos de forma

homogénea en tres lotes (n=12), en funcién de la cantidad de lino aportado en su dieta:

a) LOTE 1: lote control (sin lino)
b) LOTE 2: 5% de lino
c) LOTE 3:10% de lino

Los corderos fueron sacrificados con 26,45+0,95 Kg de peso vivo y 93,748,86 dias de
edad, siguiendo el manejo tipico de los corderos de tipo ternasco. Tras el sacrificio, se extrajo y
se peso la cantidad de grasa pélvicorrenal (PR), se realizé la diseccion de la 10? costilla para
analizar la cantidad de grasa subcutéanea (SC) de la misma y en el Longissimus dorsi se
determind mediante analisis de imagen la cantidad de grasa intramuscular (IM). Asi mismo, en
estos 3 depositos grasos, se determiné el tamafio y nimero de adipocitos mediante el método
de la colagenasa. Por Ultimo, se cuantifico la actividad de las enzimas lipogénicas Glicero 3
fosfato deshidrogenasa (G3PDH), Sintetasa de acidos grasos (FAS), Isocitrato deshidrogenasa
(ICDH) y Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH).

Los resultados obtenidos muestran que no hubo efecto de la inclusién del lino en las
raciones de los corderos sobre el engrasamiento de los corderos. Unicamente en el depésito PR
se encontré una tendencia a la significacion estadistica a que los corderos que consumieron lino
mostraran un mayor engrasamiento (P=0,07). Tampoco hubo diferencias entre lotes en el
tamafio y numero de adipocitos ni en la actividad de las enzimas lipogénicas. Solamente, se
encontraron diferencias significativas al compara la actividad de las enzimas lipogénicas en los
diferentes depésitos grasos de manera que, en general, la mayor actividad enzimatica se
produjo en el depdsito intramuscular y la menor en el pélvicorrenal. Ello podria estar relacionado
con el orden de precocidad de los depodsitos grasos, de manera que cuando se sacrificaron
estos corderos (3 meses) el deposito PR (precoz) podria haber superado ya su momento de
maxima intensidad de desarrollo mientras que en el depdsito IM (tardio) ello podria estar

ocurriendo en ese momento.

En definitiva, se puede afirmar que la utilizacion de lino (en proporciones del 5-10 %) en
las raciones de corderos de tipo ternasco con objeto de obtener carnes enriquecidas en acidos

grasos omega 3 no conlleva cambios ni en el desarrollo ni en el metabolismo del tejido graso.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

El sector ovino y caprino representa, en términos de renta final, el 11,5% de la
produccidn ganadera en 2007, con una reduccion del - 2,8% respecto al ejercicio interior, y del -
8,6% con respecto al ejercicio 2005. Esta reduccion es debida tanto a razones coyunturales (la
aparicion de lengua azul durante 2007 en determinadas zonas del pais y el encarecimiento de
los precios de las materias primas para alimentacion animal) como estructurales (reduccion de

censos tras la aplicacion de la Reforma de la PAC) (MARM) (Fernandez, 2008).

En los dltimos tiempos, la poblacion espafiola en general ha ido abandonando los
habitos alimentarios propios de la dieta mediterranea con el consiguiente perjuicio para su salud
(MSPS) (Bondia, 2007). Prueba de ello es el creciente problema de la obesidad. Al mismo
tiempo, en el mercado han ido apareciendo productos con un valor afiadido, alimentos que han
sido enriquecidos mediante el manejo de la dieta del animal o mediante la adicién de nutrientes

de otras fuentes naturales.

A nivel mundial, los consumidores cada vez se interesan mas por una dieta saludable y
sensorialmente atractiva. En este sentido, la preocupacién por el contenido y tipo de grasas de
los productos carnicos es creciente (Echenique et al., 2009). Ademas, varios organismos han
recomendado no solo reducir la ingesta de grasa y colesterol, sino mejorar la composicién de
esta fraccion grasa aumentando los acidos grasos poliinsaturados, principalmente los de la
familia w-3, y reduciendo los &cidos grasos saturados (American Herat Association, 2001; Food
and Nutrition Board, 2005 en Tres, 2009). Ello esta conduciendo a la busqueda de estrategias

para mejorar la composicion lipidica de muchos alimentos, entre ellos las carnes.

La carne de los rumiantes es rechazada por algunos grupos de consumidores debido a
su alto contenido en &cidos grasos saturados y bajo en &cidos grasos w-3. Una via para reducir
la relaciéon w—6/w-3 es a través de la alimentacion. Los aceites vegetales como el de lino, las
harinas y aceites de pescado y las microalgas han sido utilizados en la dieta de los rumiantes

para obtener niveles elevados de acidos grasos w-3 en sus tejidos (Cafieque et al., 2009).




Introduccién

En este contexto, el presente trabajo fin de carrera esta incluido en un proyecto de
investigacion del Area de Produccion Animal, titulado “Enriquecimiento en éacidos grasos
saludables (poliinsaturados y w-3) de la carne de cordero de Raza Navarra mediante la
utilizacion de fuentes alimenticias (semilla de lino, algas marinas, chia)”, que estudiara el
posible efecto que tiene una alimentacion enriquecida en acidos grasos poliinsaturados ricos en
w-3 durante el crecimiento y cebo de los corderos. En este Trabajo Fin de Carrera se estudiara
la inclusion en la dieta de corderos de diferentes proporciones de lino, una de las materias
primas utilizadas en alimentacion animal mas ricas en acidos grasos w-3. Mas concretamente,
se estudiara el efecto que la ingestidn de lino puede tener sobre el desarrollo y metabolismo del
tejido graso, quedando el estudio del efecto de su ingestién sobre los indices productivos y

sobre la composicion en acidos grasos como tema de otros dos Trabajos Fin de Carrera.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. TEJIDO GRASO: DESARROLLO Y METABOLISMO

El tejido adiposo es la mayor reserva energética en los animales, se utiliza como
reservorio de triglicéridos en periodos durante los cuales existe un exceso de energia y se

moviliza durante periodos de privacion de ésta (Gonzalez et al., 2008).

Existen dos grandes tipos de tejido adiposo: el tejido adiposo blanco (es la forma
predominante en animales adultos) y el tejido adiposo pardo (sélo aparece en animales
hibernantes). Ambos tienen capacidad de metabolizar y almacenar lipidos; sin embargo,
presentan diferencias no sdlo en cuanto a su coloracién y localizacidn, sino también en cuanto a

su morfologia, distribucion, genética y funcion.

Figura 1.- Tipos de tejido adiposo
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Entre una y dos terceras partes del tejido adiposo esté formado por adipocitos, el resto
son preadipocitos, fibroblastos y otros tipos celulares como pericitos, células endoteliales y

sanguineas (Gonzalez et al., 2008).
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En los apartados siguientes se describe el proceso de desarrollo y el metabolismo de
este tejido tan importante por su papel de reservorio energético y por su influencia sobre las

caracteristicas organolépticas de la carne.

2.1.1. Desarrollo del tejido graso

Los adipocitos se forman a partir de una célula madre multipotencial que da
lugar a un adipoblasto unipotencial. De los adipoblastos, algunos se diferencian y se dotan de
enzimas lipogénicas y lipoliticas, aumentan su sensibilidad a la insulina y catecolaminas, etc.
Asi, se convierten en preadipocitos que almacenan lipidos en su citoplasma. En el momento en
el que las gotas lipidicas se fusionan con la vacuola lipidica, se consideran adipocitos (Vernon,
1986).

Figura 2.- Esquema del proceso de diferenciacion de los adipocitos
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Los adipocitos maduros son células esféricas, muy grandes (en rumiantes pueden

alcanzar un volumen de 2-3 nanolitros) (Vernon, 1986). Poseen una gran vacuola lipidica central



Revision Bibliogréafica

caracteristica rodeada por una fina capa de citoplasma. El nucleo es aplanado y esta
desplazado a la periferia de la célula. En el citoplasma destacan pequefias mitocondrias, un

pequefio complejo de Golgi y canales tortuosos del reticulo endoplasmatico liso (Paniagua et al.,
1993).

Figura 3.- Morfologia de un adipocito
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El crecimiento del tejido adiposo se produce por la combinacion de dos procesos: la
hiperplasia 0 aumento del numero de los adipocitos y la hipertrofia 0 aumento de su tamafio
(véase Fig. 4). La hiperplasia ocurre por proliferacion de los preadipocitos y su posterior
diferenciacion (Gonzélez et al., 2008); la hipertrofia se debe a la acumulacion de lipidos, en

forma de triglicéridos (resultado de la esterificacion entre el glicerol-3-fosfato y los acidos
grasos), en su citoplasma.

Figura 4.- Esquema de los procesos de hiperplasia e hipertrofia
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Ambos procesos tienen lugar durante las primeras etapas de crecimiento de los
animales; sin embargo, en animales adultos predomina la hipertrofia de los adipocitos
(Mendizabal et al., 1997).

En la especie ovina, tras el nacimiento, se da un desarrollo intenso del tejido graso
puesto que los corderos se alimentan de forma casi exclusiva con leche materna (con elevado

contenido graso y energético) (Vernon, 1986).

El destete supone un cambio muy brusco, tanto en la alimentacién del animal como en
su medio, que implica una ralentizacién del crecimiento y una pérdida de reservas lipidicas
llegando a estimarse que las pérdidas de grasa producidas en esta etapa en corderos pueden
ser de 0,5 kg (Mendizabal et al., 1997).

Durante el periodo del cebo, se produce una deposicion rapida y continuada de tejido
graso, debido al aumento de la actividad lipogénica de las células grasas (Hood y Thornton,
1980).

Al estudiar el tejido graso durante el crecimiento y engorde de corderos, Haugebak et al.
(1974) concluyeron que el proceso de hipertrofia se daba en los tejidos subcutaneo y
pélvicorrenal a lo largo de toda la fase de acabado; mientras que, en el tejido intramuscular solo
se daba al inicio. La hiperplasia ocurria durante la fase de acabado en los tejidos subcutaneo e
intramuscular de corderos alimentados con una dieta de mantenimiento. En el tejido
pélvicorrenal, también se observd en corderos alimentados “ad libitum®. Nougués y Vézinhet
(1977) también comprobaron que el grado de hipertrofia e hiperplasia variaba en funcion del

deposito.

Purroy et al. (1995) estudiaron la variacion del tamafio y del numero de los adipocitos
durante el crecimiento de corderos de raza Rasa Aragonesa. Para ello, compararon los
adipocitos de la grasa acumulada en corderos agrupados en tres lotes que diferian en el peso y
la edad al sacrificio. Asi, el G12 era sacrificado en el momento del destete (a los 3215 dias de
edad y un peso vivo de 11,7+0,67 Kg); el G24, una vez alcanzados los 24,5+0,57 kg (a los 898
dias de edad) y, finalmente; el G36 se sacrificaba cuando alcanzaba un peso vivo de 35,8+1,74

kg (con una edad de 1238 dias). Como resultado encontraron que a medida que aumentaba el
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peso vivo del sacrificio, existia un incremento significativo en la cantidad de grasa acumulada en
los depositos grasos. Del mismo modo ocurria con el tamafio de los adipocitos; esto se explico
ya que la hipertrofia era mayor entre los 24 y 36 kg que entre los 12 y 24 kg. Sin embargo, esto
no se daba en el depdsito intermuscular en el que las diferencias significativas se encontraban
entre los pesos limites. El numero de los adipocitos de los depositos omental y mesentérico
aumentaban significativamente durante el periodo estudiado; no obstante, este aumento no se
daba ni en el deposito pélvicorrenal ni en la grasa subcutanea o de cobertura. Resultados

semejantes fueron obtenidos por Purroy et al. (1997) al estudiar corderos de la raza Latxa.

2.1.2. Factores que afectan al desarrollo del tejido graso

En el desarrollo de los diferentes depdsitos grasos, los procesos de hipertrofia e
hiperplasia de los adipocitos no tienen lugar al mismo tiempo ni con la misma intensidad
dependiendo de factores como la raza, el sexo, la alimentacién o la localizacion anatémica del
depdsito graso considerado (Hood 1982), ademés del entorno medioambietal (Kempster,
1981b). Su distribucién varia entre especies; ademas, en los animales productores de carne la
determinacion de la calidad de la canal y de la carne depende de la distribucidn y cantidad de la

grasa.

Las diferencias entre razas se manifiestan tanto en la cantidad de grasa acumulada

como en su distribucion en los diversos depositos (Alzon et al., 2003).

Purroy et al. (1997) estudiaron el crecimiento de corderos de raza Latxa y comprobaron
como el engrasamiento era mas rapido entre los 24 y los 36 kg que entre los 12 y los 24 kg.
Resultados semejantes fueron obtenidos en corderos de raza Rasa Aragonesa (Purroy et al.,
1995).

Soret et al. (1998) compararon el contenido graso en corderos de las razas Latxa y Rasa
Aragonesa comprobando como ésta ultima mostraba mayor cantidad de grasa en todos los
pesos estudiados; sin embargo, sélo en los corderos de 12 kg de peso vivo se debia a un mayor
numero de adipocitos (o lo que es lo mismo a una intensa hiperplasia), mientras que a los 24 y

36 kg se correspondia a un tamafio mayor de éstos.
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En ganado vacuno, al comparar las diferentes razas carnicas espafiolas, también se
encontraron diferencias significativas entre razas, de manera que a igual peso de sacrificio las
mas mejoradas (Asturiana, Rubia Gallega y Pirenaica) mostraban un menor engrasamiento con

un menor tamafio de sus adipocitos (Alzén et al., 2007).

Al tener en cuenta el factor sexo, se encuentran diferencias en la cantidad de grasa total
y en su distribucion. Lo que tiene su explicacion en el comportamiento diferente sobre el
metabolismo de machos y de hembras. Asi, las hembras engrasan antes que los machos
castrados, siendo los mas tardios los machos enteros (Alzén et al., 2003). Ha quedado
demostrado en varios experimentos que las hembras tienen un desarrollo del tejido graso mas
precoz que los machos. Esto queda reflejado en el mayor porcentaje de grasa, y menor de
hueso y musculo, que presentan las hembras para un mismo peso canal (Mendizabal et al.,
1997).

En cuanto al tipo de deposito graso, se considera al depdsito intermuscular como al mas
precoz, sequido del PR, y éste del OM, siendo el méas tardio el SC. El tamafio y el niumero de los
adipocitos varian entre los diversos depositos. Incluso dentro de un mismo deposito, se pueden
encontrar diferencias en el grado de hipertrofia segin la localizacién de los adipocitos
(Mendizabal et al., 1997).

Mendizabal et al. (2002) al estudiar la acumulacion de las reservas grasas en ganado
ovino comprobaron que el depésito con mayor capacidad de almacenar o movilizar grasa era el
subcutaneo, siendo el intermuscular (cuya funcion es estructural o de proteccion) el deposito con

menor capacidad de almacenamiento/movilizacién de tejido graso.

Otro factor clave es el de la alimentacion, siendo importante tener en cuenta la
composicién y la cantidad de alimento ingerido. Esta influye en el desarrollo y metabolismo del
tejido graso porque afecta directamente al crecimiento y a la composicién corporal del animal.
Ademas, la dieta influye de manera mas notable en los animales de maduracion mas temprana

0 mas predispuestos al engrasamiento (Alzén et al., 2003).

En una experiencia realizado por Arana et al. (2005), que analizaba el posible efecto del

empleo de jabones célcicos de acidos grasos de aceite de oliva en el pienso de corderos de
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cebo de raza Rasa Aragonesa, se comprob6 que los corderos a los que se les habia incluido en
su dieta un 5% de &cidos ricos en oleico (pienso con mayor contenido en lipidos) presentaban

mayor contenido de grasa en los depdsitos omental y pélvicorrenal.

Sin embargo, en un estudio llevado a cabo con 48 corderos de la raza Ripollesa, cuyo
objetivo era estudiar el resultado de la suplementacion de una mezcla de isomeros del acido
linoleico conjugado (CLA) en la dieta suministrada durante el engorde, se observé que todos los
tratamientos (pienso suplementado con 0, 0,25 y 1 % de CLA) presentaban el mismo nivel de

grasa intramuscular (Terré et al., 2009).

En ganado bovino, Sayed et al. (2007) estudiaron el efecto existente en el crecimiento,
engrasamiento y en las caracteristicas de la carne de terneros alimentados con raciones
enriquecidas con lino y vitamina E. Para llevar a cabo dicha experiencia, se emplearon 23
terneros machos de la raza Pirenaica distribuidos en tres lotes, segun el tipo de alimentacion
recibida. Asi, el lote control se alimentaba con un pienso concentrado convencional, el lote lino
recibia, ademas, un aporte de un 5 % de lino y al lote lino + vitamina E le correspondia una
dieta suplementada con un 5 % de lino y 200 mg/kg de vitamina E. Los resultados no revelaron
variaciones en el engrasamiento de la canal ni en la cantidad de grasa pélvicorrenal de los
diversos lotes. Tampoco hubo diferencias en el tamafio de los adipocitos de los distintos lotes,
estos sblo variaban entre depdsitos, siendo los de mayor tamafio los correspondientes al

depdsito PRy los menores los del IM.

En ganado porcino, Echenique et al. (2009) no encontraron diferencias significativas en
el contenido de grasa subcutanea e intramuscular, al evaluar la utilizacién de pasto en cerdos
machos enteros y castrados criados al aire libre. Esto no concordaba con otros estudios
anteriores en los que se afirmaba que el volumen del pasto actuaba como factor limitante de
energia en la dieta, lo que se traducia en una reduccion de la grasa intramuscular vy,

especialmente, de la de cobertura.

11
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2.1.3. Metabolismo del tejido graso

El crecimiento de los adipocitos conlleva la acumulacion de triglicéridos; los cuales son
producto de la esterificacion entre el glicerol 3 fosfato y los acidos grasos. El glicerol 3 fosfato se
sintetiza a partir de glucosa por la accién de la enzima glicerol 3 fosfato deshidrogenasa
(G3PDH). La enzima sintetasa de acidos grasos (FAS) es la encargada de la sintesis de acidos
grasos de novo en el interior de los adipocitos; ésta enzima demanda una fuente de carbono
que, en el caso de los rumiantes, es fundamentalmente el acetato y otra de hidrégeno (cuyo
origen puede estar en diversas vias metabolicas en las que principalmente intervienen la enzima
malica (MD) y la glucosa 6 fosfato deshidrogenada (G6PDH)). En el caso de los rumiantes, la
energia empleada en la sintesis de los acidos grasos se obtiene a través de la via de las
pentosas, en la que interviene la enzima NAD-isocitrato deshidrogenasa (ICDH) (Soret et al.,
1998).

Figura 5.- Principales vias metabdlicas implicadas en la lipogénesis

del tejido graso de los rumiantes (Soret et al., 2008)
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Los triglicéridos constituyen la forma mas importante de almacenamiento de energia en
los animales. Este tipo de almacenamiento presenta sus ventajas ya que producen mas ATP
que cualquier otra forma de carbono al oxidarse el carbono de los &cidos grasos; ademas, los
lipidos estan menos hidratados que los polisacaridos, por lo que ocupan menos espacio
(Vernon, 1981).

Durante la digestion, los &cidos grasos forman micelas en el duodeno y llegan al
intestino delgado donde posteriormente son absorbidas. Estas micelas tienen la caracteristica
de integrar en ellas otras sustancias, tales como vitaminas y carotenos, que no podrian ser
absorbidas por el organismo por otras vias. Los acidos grasos saturados consienten mucha
menor cantidad de sales biliares en sus micelas. Los insaturados también permiten la
integracién en sus micelas de otros acidos grasos saturados, facilitando asi su asimilacién por

parte del organismo (Relling y Mattioli, 2003).
Figura 6.- Esquema simplificado de la digestion de lipidos
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A nivel ruminal, los lipidos procedentes del alimento sufren cuatro procesos: hidrolisis,
biohidrogenacion, sintesis y saponificacién de acidos grasos. La sintesis de grasas a este nivel
depende de la cantidad de acidos grasos consumidos. Los otros tres procesos ocurren siempre

y de forma sucesiva (Relling y Mattioli, 2003).
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La digestion de las grasas en el rumen se inicia con la hidrolisis llevada a cabo por
lipasas bacterianas (galactosidasas y fosfolipasas producidas por bacterias y protozoos que
viven en simbiosis en el aparato digestivo de los rumiantes). Como principales productos se

obtienen &cidos grasos y glicerol (éste se metaboliza y transforma en ACG).

Tras esto, aproximadamente un 80 % de los &cidos grasos insaturados sufre un proceso
de biohidrogenacion (Fig. 7). El resto (suficiente como para cubrir las necesidades del animal
como &cidos grasos esenciales) pasa a través del rumen, absorbiéndose y depositdndose en el
tejido adiposo del animal. Este paso (biohidrogenacion), dirigido por las bacterias del rumen,
reduce el numero de dobles enlaces de los acidos grasos poliinsaturados del alimento o los

transforma en saturados (De Blas, 2004).
Figura 7.- Proceso de biohidrogenacidn ruminal
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La hidrogenacién de los acidos grasos generados explica que las grasas incorporadas
en los tejidos de los rumiantes sean en general mas saturadas que las de los monogastricos (De
Blas, 2004). De cualquier forma, la alimentacion tanto de monogastricos como de rumiantes
suele ser rica en insaturados, lo que no implica necesariamente que el animal después tenga
estas grasas en su organismo. Algunos ingredientes, como el almidon, disminuyen
considerablemente la tasa de lipdlisis, y por consiguiente la biohidrogenacion. Este mismo efecto

causa el empleo de antibiéticos (especialmente de iondforos) (Woods et al., 2005).
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Para aumentar la eficacia de la incorporacion de los acidos grasos w-3 en los tejidos se
estan estudiando nuevos métodos que protejan las grasas de la dieta de la fermentacion
ruminal. Actualmente, la técnica mas efectiva es el empleo de formaldehido. No obstante, este
procedimiento no se ha implantado a nivel comercial puesto que no esta contemplado por la

normativa de numerosos paises.

Hoy por hoy, para disminuir el efecto biohidrogenizador del rumen, se incluyen en la
dieta acidos grasos insaturados o poliinsaturados protegidos de forma natural mediante el
empleo de semillas de lino, colza, aceites de pescado o, de forma quimica, encapsulandolos en
proteinas protegidas por formaldehido o por jabones célcicos de acidos grasos (Arana et al.,
2005).

Como alternativas, ademas del empleo de semillas intactas, se esta investigando el uso
de tratamientos térmicos o quimicos de las semillas o la incorporacion de los aceites en

capsulas proteicas en la dieta.

Finalmente ocurre la saponificacion, en la que por el pH acido del rumen, los lipidos se

saponifican formando jabones insolubles de calcio y magnesio y asi abandonan el rumen.

Al estudiar el efecto que el crecimiento compensatorio tiene sobre la lipogénesis del
tejido adiposo en ganado ovino, Hood et al. (1980) observaron como las ovejas en continuo
crecimiento aumentaban la lipogénesis del tejido adiposo subcutaneo al incrementar su peso
vivo; sin embargo, después de un periodo de ayuno, ésta no se producia. Si los animales
volvian a su dieta normal (ad libitum) los niveles de actividad lipogénica alcanzados eran

superiores a los de los corderos que no sufrian ningun tipo de restriccion en su dieta.

Al comparar la actividad lipogénica de los distintos depdsitos en cabras de raza Blanca
Celtibérica segun su estado corporal, se observé que la actividad no estaba influenciada por la
nCC. Los resultados mostraron que el orden de los depdsitos de mayor a menor actividad era
subcutaneo, omental, pélvicorrenal, mesentérico e intermuscular. Ademas, se vio que el tamafio
de los adipocitos variaba de manera proporcional a la cantidad de grasa acumulada
(Mendizabal et al., 2007).
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Eguinoa et al. (2003) al estudiar la actividad enzimatica de diferentes depdsitos, en
bovinos de diversas razas y sexo observaron que, la actividad de la enzima G3PDH estaba
influenciada por las otras variables estudiadas (genotipo y sexo). Sin embargo, en la actividad
de la FAS y de la MD se observaba la interaccion del depdsito graso con el sexo del animal
(siendo menor en los machos); la G6PDH y la ICDH, mostraban una interaccion entre el sexo y

la raza (siendo la actividad mayor en la raza Pirenaica).

2.2. ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS w-3

En los afios 70, se observé la baja mortalidad causada por enfermedades coronarias en
la poblacién esquimal de Groenlandia. Al estudiar el caso se not6 el elevado consumo de
alimentos de origen marino ricos en &cidos grasos w-3: eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA). Desde entonces, se han realizado numerosos estudios sobre sus
efectos en la reduccidn del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y cancer, ademas
de sobre su influencia en los procesos inflamatorios, la respuesta inmune y el desarrollo de los

tejidos nerviosos (Castro, 2002).

Asi, los acidos grasos saturados de cadena media (C12:0 - C16:0) aumentan la
concentracion total de colesterol en plasma y la del LDL (lipoproteinas de baja densidad). Estos
estan presentes en la grasa de la leche de rumiantes y en otros productos como el aceite de

coco y de palma.

Los acidos grasos insaturados son aquellos que poseen dobles enlaces en su
configuracion molecular, son faciimente identificables, puesto que estos dobles enlaces en sus
cadenas de carbono, hacen que su punto de fusién sea menor que el del resto de las grasas,

por lo que se presentan como liquidos, denominados aceites.
Los acidos grasos monoinsaturados (MUFAs) disminuyen el nivel de LDL en plasma y

se encuentran en las grasas de monogastricos y en algunos aceites vegetales (por ejemplo,

oliva, colza,...).
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Los &cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) presentan un efecto hipocolesterolémico.
Su eficacia ha sido probada en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, en la
reduccion del crecimiento de tumores, ademas de sus efectos antiinflamatorios y en el desarrollo

del cerebro y de las funciones mentales (Nasiff y Merifio, 2003).

Las grasas poliinsaturadas de cadena larga juegan un importante papel en la salud
animal. En los tejidos mas importantes, suponen el 6% de todos los acidos grasos presentes.
Algunos de éstos, como el linoléico, linolénico y araquiddnico son esenciales, es decir, los
animales son incapaces de sintetizarlos pero los necesitan para desarrollar ciertas funciones

fisioldgicas; por ello, es necesario que sean incluidos en la dieta (Cobos, 1993).

Los acidos grasos esenciales se encuentran representados en dos familias:
v w-6: representada por el acido linoleico (18:2) y el &cido araquidonico (20:4)
v' w-3: constituida por el acido alfa-linolénico (ALA, 18:3), el 4cido

eicosapentanoico (EPA, 20:5) y el &cido docosahexaenoico (DHA, 22:6).

En humanos, hay que guardar cierta proporcidn entre ambos tipos (w-6/w-3). Relaciones
en torno a 10:1 pueden tener consecuencias negativas para la salud; sin embargo, si ésta
disminuye a valores de 5:1 se obtienen ventajas en personas asmaticas y llegando a 4:1 se

previenen enfermedades cardiovasculares (Nasiff y Merifio, 2003).

El acido a-linolénico (ALA), precursor de los w-3, contiene 18 atomos de carbono y tres
dobles enlaces (18:3). El eicosapentandico (EPA, 20:5) y docosahexaenoico (DHA, 22:6)
pueden sintetizarse por el organismo a partir del ALA de la dieta pero normalmente en una

cantidad insuficiente (Carrero et al., 2005).
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Figura 8.- Biosintesis de los &cidos grasos
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La primera fuente de &cidos grasos poliinsaturados w-3 son las plantas (tanto en
ecosistemas terrestres como en marinos). El término w-3 identifica a &cidos grasos
polinsaturados de cadena larga que tienen uno de sus dobles enlaces entre los atomos de
carbono 3 y 4 de la cadena; esta posicion de su doble enlace permite que los acidos grasos de

este tipo jueguen un papel importante en el metabolismo de los lipidos.

Normalmente los &cidos grasos DHA y EPA se acumulan en la grasa intramuscular. En
los monogastricos se puede aumentar su proporcion a través de la alimentacion, puesto que
éstos incorporan a su tejido adiposo las grasas que consumen. Pero esto se complica en
rumiantes que, al tener un sistema digestivo diferente, exigen un estudio de las combinaciones
de alimentos. El tejido graso de rumiantes contiene mayor proporcién de acidos grasos
saturados y una menor de insaturados debido a la hidrogenacion de los acidos grasos que
realizan las bacterias del rumen que reducen el nimero de dobles enlaces o los transforman en
saturados (Arana et al., 2005). No obstante, el porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados
puede verse alterado cuando varia la composicion de los &cidos grasos de la dieta (Sala et al.,
2007).

La verdadera importancia de los acidos w-3 en su papel cardiovascular no se debe a su

capacidad para la reduccion de los triglicéridos circulantes en sangre, sino a que una dieta rica
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en acidos w-3, inhibe la sintesis de &cido araquidonico, que actia como un agregante
plaquetario, aumentando el riesgo de trombosis. Por ello, las dietas ricas en w-3, disminuyen la
agregacion plaquetaria, incrementan el tiempo de hemorragia y disminuyen la viscosidad y la
presion sanguinea, a la vez que disminuyen la incidencia de arritmias cardiacas. En cualquier
caso la adiccién a la dieta de acidos grasos insaturados, debe ir acompafada por la adicion de
Vitamina E, que se comporta como un antioxidante y reduce la degradacion y enranciamiento de

las grasas (Nasiff y Merifio, 2003; Demirel et al., 2004).

2.2.1. Materias primas ricas en acidos grasos poliinsaturados w-3

La alimentacion de los animales es uno de los factores mas influyentes en la

composicion en acidos grasos de la grasa de la camne.

Las fuentes conocidas de alimentos ricos en acidos grasos w-3 son muy escasas. Un
incremento en la proporcion de ese acido graso esencial es muy favorable desde el punto de

vista nutricional, ya que es precursor de la serie metabdlica w-3.

Los forrajes que sirven de alimento al ganado tienen una composicion lipidica rica en
glicolipidos y fosfolipidos, siendo el &cido linolénico y el linoleico los acidos grasos mas
abundantes. Sin embargo, las semillas oleaginosas empleadas como concentrado en sistemas
intensivos son ricas principalmente en triglicéridos formados esencialmente por el acido linoleico;

a excepcion de las de lino cuyo acido predominante es el linolénico.

Los acidos grasos w-3 estan presentes de forma natural en los aceites de soja y colza y,

sobre todo, en los de pescado, algas y linaza.

Al calcular la dosis para suplementar el pienso de los animales con &cidos grasos w-3,
hay que tener en cuenta que existe un factor limitante, puesto que la cantidad empleada afecta a
la calidad sensorial de los alimentos obtenidos. Normalmente, se encuentran diferencias
significativas (con respecto al lote control) en los grupos suplementados con niveles de aceite

de pescado o de linaza superiores a 1,5 %. Aunque, la percepcién de caracteristicas
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organolépticas indeseables varia de unos consumidores a otros, llegando a haber diferencias
entre paises diferentes (FEDNA, 2004).

A continuacion, se exponen las caracteristicas de las principales materias primas ricas

en acidos grasos w-3.

Lino

El consumo tanto de la semilla de lino como de las harinas obtenidas tras el proceso de
extraccion del aceite, estd aumentando en paises desarrollados debido a su riqueza en acidos

grasos de tipo w-3 (especialmente el acido a-linolénico).

Figura 9.- Plantas y semillas de lino

Su valor energético, levemente menor al de la harina de colza, hace que la harina de

linaza sea un ingrediente especialmente indicado para la alimentacién de los rumiantes.
Sin embargo, el lino posee factores antinutricionales, cabiendo destacar:

1) presencia de acido fitico y fitoestrégenos

2) presencia de glucidos cianogénicos: la linamarina (puede producir &cido
cianhidrico) y la linatina (factor antipiridoxina). Estos se destruyen parcialmente
con el calor, por lo que crean mayores problemas en la semilla que en las

harinas.
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Estos factores junto con su alto contenido en fibra soluble, limitan su uso en
monogastricos, principalmente en aves. No obstante, puede favorecer el transito intestinal en
cerdas gestantes y équidos porque la solubilidad de sus mucilagos (3 — 8 %) hace que afecten
mas a la absorcidn de nutrientes a nivel intestinal que a la digestidn a nivel del estémago (De
Blas et al., 2003).

Hasta un 30 % del peso de la semilla corresponde a compuestos hidrocarbonatos. Estos
contienen, aparte de los mucilagos anteriormente nombrados, un 4-6 % de azlcares solubles
(entre los que destaca la sacarosa) y un alto nivel (12-14 %) en polisacaridos no celuldsicos
solubles (como la xilosa la arabinosa). Sin embargo, la cantidad de almidon que tiene es baja
(<2 %) (De Blas, 1999).

Dependiendo del tratamiento que se le dé, la calidad de su proteina tiene un nivel mas
aceptable que la de otras oleaginosas; no obstante, se complementa bien con las leguminosas
porque aunque sea pobre en lisina y en treonina, su contenido en metionina y en triptéfano es

algo mas que aceptable.

En monogastricos (fundamentalmente en aves) su degradabilidad es muy baja. En
rumiantes, sin embargo, la degradabilidad de la proteina de la semilla es alta, en torno al 80 %,
aunque este valor disminuye hasta convertirse en un 55-65 %, dependiendo de los tratamientos

térmicos que sufran las harinas durante la extraccion del aceite.

La fraccion grasa de la linaza es muy insaturada, hasta un 85 % de los acidos grasos
son insaturados (C18), con una relacién saturados:insaturados similar a la de la colza. Ademas,
posee un contenido elevado en acido a-linolénico (51 %), lo que la diferencia de otras
oleaginosas. Esta riqueza en C18:3 ha aumentado su precio de mercado por su empleo en la
obtencién de productos con un valor afiadido como es el caso de huevo u otros productos
ganaderos enriquecidos en acidos grasos w-3. Aunque, Si se usa en exceso puede otorgar al

producto caracteristicas organolépticas indeseadas (Woods et al., 2005).

Otra caracteristica muy apreciada de la linaza es que proporciona un pelo brillante y

lustroso a perros, équidos y terneros.
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Algas

Las algas tienen un gran numero de aplicaciones, habiendo sido tradicionalmente
utilizadas como alimento para ganado. Actualmente este uso se ha vuelto a popularizar en
varios paises europeos gracias al “pienso de algas” que simplemente es el alga seca y molida
convertida a un polvo muy fino. Este pienso de algas presenta niveles muy importantes de

diversos minerales y oligoelementos (Woods et al., 2005).

Su procesado consiste en someter a las algas a diversos lavados (en frio y caliente)
seguidos de un proceso de extraccion que permite aumentar su contenido proteico. Hasta la
fecha, la desventaja fundamental de las algas extraidas consistia en su elevada humedad que
hacia inviable su comercializacion. De este modo, mediante su secado en condiciones
controladas y un control de calidad para garantizar su uso, se ha podido obtener una excelente

materia prima para alimentacion animal cuyas caracteristicas mas destacables son:

1) Origen 100% vegetal, con muy bajos niveles de impurezas gracias a los
diversos pasos de purificacion que experimenta el material.

2) Alto contenido en proteina, con valores medios superiores al 30% que permiten
compararlo con las harinas de soja.

3) Elevados niveles de fibra que lo hacen especialmente recomendable para
rumiantes.

4) Contenidos importantes en diversos iones tales como calcio, sodio, cloro, hierro,

zinc y manganeso.

Su eficacia ha sido probada en la alimentacién de vacas y ovejas puesto que mejora la
produccion lactea y de lana. Y en gallinas ponedoras, al suplementar la dieta con harina de
Sargassum se obtenian huevos con menor contenido en colesterol y mejor calidad (Casas et al.,
2006).
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Figura 10.- Algas Sargassum (Sargassaceae)

Marin et al. (2003) evaluaron el comportamiento de ovinos alimentados con dietas que
incluian un 25 % de algas (Sargassum). En este estudio, el consumo de agua se veia
incrementado en el grupo de ovejas alimentadas con algas (probablemente por el alto consumo
de sales); sin embargo, no se obtuvieron diferencias en cuanto al consumo de pienso de los
distintos tratamientos (lote control y lote 25% algas). Esto concuerda con otros experimentos con
ovejas, en los que se ha comprobado que la inclusion de hasta un 30 % de estas algas no
afecta al consumo alimenticio. Los datos productivos (ganancia media diaria y factor de
conversion) tampoco mostraron diferencias estadisticas (siendo los resultados aceptables). Con
todo esto, concluyeron que la inclusion de este tipo de algas, en cantidades que no afectaran al
comportamiento de los animales, no conllevaba efectos negativos, por lo que es viable el
suplemento de las dietas para aprovechar su contenido en acidos grasos w-3 (que pueden ser

depositados en el musculo del animal).

Argan

El argén (Argania spinosa), conocido también como acebuche espinoso pertenece a la

familia de las sapotaceas. Es la Unica especie del género Argania.
Se encuentra en Marruecos, en toda la franja que va hasta Tarourudant y Tiznit, en el

limite sahariano. También se encuentra en ciertas zonas de México y en Andalucia (unos pocos

ejemplares). Crecen en zonas de altitud no superior a 800 metros, en clima seco.
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El argan crece hasta los 8-10 metros de altura y vive unos 150-200 afios. Es espinoso
con el tronco rugoso. Tiene pequefias hojas (2-4 cm de longitud) ovales con el apice
redondeado. Las flores son pequefias, con cinco pétalos amarillo-verdosos. El fruto es de 2-4
cm de longitud y 1,5-3 cm de ancho, con piel espesa y gruesa que rodea la cascara amarga con
dulce olor; ésta rodea a los frutos que contienen 2-3 semillas que son ricas en aceite. Florece en

abril y el fruto tarda en madurar un afio (hasta junio-julio del siguiente afio).

Figura 11.- Arbol, frutos y semillas de argan

Los analisis quimicos indican que el aceite de argan es rico en é&cidos grasos
insaturados (80 %), de los cuales el 37 % son poliinsaturados. Un 36 % corresponde a acidos
grasos esenciales (fundamentalmente el &cido linoleico). Ademas, es rico en tocoferoles (69 %),
esenciales para la actividad bioldgica celular; especialmente en vitamina E. Contiene una
combinacion de constituyentes fendlicos unica: el escotenol y el espinasterol (un tipo de
esteroles inusuales entre los aceites vegetales, en estudio por sus posibles propiedades

antitumorales).

Sus aplicaciones son muy variadas, asi puede ser usado como: alimento (aceite),

cosmético (jabones, cremas, lociones,...), petréleo, madera y alimento del ganado (el fruto).

Se considera un alimento cardiosaludable puesto que es capaz de disminuir el colesterol
perjudicial (LDL) y tratar la hipertension arterial, es decir, que disminuye algunos factores de
riesgo cardiovascular. Ademas, gracias a sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias, se

usa en enfermedades de la epidermis como la neurodermatitis o la psoriasis.
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Sus efectos contra las enfermedades cardiovasculares y cancerigenas han sido

estudiados en ratas por Berrougui et al. (2003).

Chia

La chia, salvia nativa o salvia hispanica es una planta oleaginosa de la familia de las
Labitatae que tuvo su auge en la época precolombiana puesto que formaba parte de los
alimentos mas basicos de Mayas y Aztecas. Aunque estuvo a punto de desaparecer, ha vuelto a

tomar importancia debido a su altisimo contenido en nutrientes.

Figura 12.- Plantas y semillas de chia

La semilla de chia posee de un 32 a un 39 % de aceites en su composicién. De este
porcentaje, un 82 % son &cidos grasos esenciales como el acido a-linolénico (w-3) y el acido
linoleico (w-6); la relacion entre estos dos tipos de &cidos grasos es adecuada. Ademas,
contiene hasta un 64 % de &cido graso o-linolénico, siendo este el mayor nivel conocido (Ayerza
et al., 2005).

Un 5 % del total de la fibra dietética (38 %) es soluble. Esto conlleva, entre otras

ventajas, una mejora del transito intestinal y un buen desarrollo de la flora bacteriana.

La chia tiene una elevada cantidad de antioxidantes, entre los que destacan el acido

clorogénico, el cafeico, el quercetin y el Kaempferol.

up 25



Revision Bibliogréafica

Su semilla posee alrededor de un 20 % de proteinas que carecen de gluten y
proporcionan todos los aminoacidos esenciales. Es una gran fuente de vitamina A y de
vitaminas del complejo B (niacina, tiamina y &cido félico). Contiene macroelementos como el

calcio, el fésforo o el magnesio. Y su contenido en sodio es muy bajo.

En un experimento llevado a cabo por Coates et al. (2009) en el que incorporaban,
respectivamente, un 0, 10 y 20 % de semillas de chia en la dieta de acabado de 3 lotes de 6
cerdos, se comprobd que el contenido de a-linolénico en su carne aumentaba sin afectar

negativamente ni a la produccion de los animales ni al sabor de la carne.

Colza

Los productos empleados en alimentacién animal obtenidos de la colza, provienen de
las variedades conocidas como doble cero (Brassica napus y campestres) con bajo contenido
tanto en acido erdcico (<1 % de la fraccion grasa) como en glucosinolatos (<20 pmoles/g). Su
contenido proteico varia desde un 35 hasta un 38 % dependiendo de su origen (Woods et al.,
2005).

Figura 13.- Plantas de colza durante la floracion y semillas

La colza posee los siguientes factores antinutritivos:
1) presencia de acido erucico: este acido graso monoinsaturado de cadena larga (22
atomos de carbono) resulta dificilmente oxidable por lo que causa en el animal

problemas cardiovasculares (por su deposicion en el musculo cardiaco).
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2) presencia de glucosinolatos: cuya hidrélisis por parte de las enzimas del propio
grano (mirosinasa) o de enzimas de los microorganismos del rumen da lugar a
productos con efecto goitrogénico, lo que se traduce en una disminucién del
consumo.

3) contenido en sinapina (0,6-1,8 %): puede producir sabor a pescado.

En monogastricos, su uso esta limitado por su contenido en fibra, lignina y taninos.

Su concentracion en almidon es muy pobre; sin embargo, hasta un 15 % puede llegar a

ser de fibra digestible, fundamentalmente de pectinas.

La semilla entera posee alto contenido (40 %) en grasa rica en &cidos oleico y linoleico.
Estos niveles junto con su contenido en proteina y en grasa digestible, hace que sea un
ingrediente apropiado en la dieta de vacas de alta produccion, ya que aumenta la concentracion
en la leche de los acidos de cadena larga y la reduce en los de cadena corta y media (De Blas,
1999).

En rumiantes, su uso esta limitado por el efecto negativo que tiene la grasa en la
digestion de la fibra. Por ello, la semilla sufre un procesado minimo que facilita la digestion de
los granos en el ganado vacuno. Ademas, el tratamiento térmico reduce la degradabilidad de la

proteina.

También, inactiva la mirosinasa, lo que reduce los efectos toxicos de los glucosinolatos y

aumenta hasta un 12 % la digestibilidad de la energia (dependiendo del tipo de tratamiento).

La extrusién mejora la liberacion del aceite y aumentando su interaccién con la
digestion microbiana. Para protegerle de la accion de los microorganismos del rumen, se puede
realizar un tratamiento con vapor a 95 °C de modo que el aceite queda encapsulado dentro de

la proteina.
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Pescado

El aceite de pescado se obtiene del procesamiento y prensado de pescados enteros y
subproductos de la industria conservera. Las oleinas resultan del refinado y deodorizado del
aceite. Contienen altos porcentajes de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
responsables de su inestabilidad ante la oxidacion y de la comunicacion de sabores anémalos a
los productos finales de los animales que los consumen. En general, son ricos en acidos grasos
w-3 pero pobres en w-6. Asi, su contenido en acido linoleico es bajo (<2%). La composicion en
acidos grasos de los distintos aceites comerciales varia en funcién de la temporada del afio, del
método de procesado y de las especies predominantes en la captura (Mateos et al., 1996). El
aceite de pescado procedente de los pescados azules tipo sardina 0 anchoveta, suele ser mas

ricos en acidos grasos w-3 (EPA'Y DHA) que los aceites de pescado.

El componente nutritivo mas valioso de la harina de pescado es la proteina. Tiene una
proporcion ideal de aminoacidos esenciales altamente digestibles, que varia relativamente poco
con el origen de la harina. Ademas, la proteina tiene una escasa antigenicidad, por lo que
resulta muy adecuada en piensos de animales jovenes. La harina de pescado se considera una
buena fuente de proteina, lisina y metionina by-pass en rumiantes, aunque por su baja
palatabilidad (si no esté bien procesada) su uso debe limitarse a 0,5 kg/d en vacas de leche. La
degradabilidad media de la proteina esta en torno a un 40%, pero es altamente variable (CV= 26
%), dependiendo del grado de deterioro durante el almacenamiento y de la cantidad de solubles

reciclados (Nasiff y Merifio, 2003).

Figura 14.- Harina de pescado
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El aceite de pescado es altamente digestible. Destaca por su aporte de acidos grasos
esenciales de cadena larga (>18 C) de la serie w-3, que suponen alrededor de 1/3 de la grasa
total. Por el contrario, su riesgo de enranciamiento es elevado y a niveles altos de incorporacion

puede dar lugar a problemas de grasa liquida y transmitir sabor a los productos ganaderos.

La harina de pescado aporta cantidades elevadas de fésforo altamente disponible,
microminerales (Se, Zn, Cu, Fe y Zn) y vitaminas del grupo B (especialmente colina, biotina,
riboflavina y B12). Su elevado contenido en P puede plantear problemas de contaminacién por
algas en acuicultura y ambientales en zonas de alta densidad animal donde la polucion por

fésforo esté penalizada.

En la actualidad, el uso de esta materia prima sélo esta permitido en la alimentacion de
animales distintos de los rumiantes en industrias que no fabriquen piensos para rumiantes. La
seleccion de proveedores y la tipificacion del producto son esenciales para este ingrediente,
dada su elevada variabilidad. Los parametros mas importantes a determinar en el control de
calidad son los relacionados con la frescura de la materia prima y la calidad de su procesado
(TVN (indice volatil total), aminas biogénicas, digestibilidad y solubilidad de la proteina,

enranciamiento y bacteriologia).

Soja

El haba de soja (ver Fig. 15) constituye una excelente fuente de energia y proteina,
especialmente lisina, ademas contiene disponibles altas proporciones de nutrientes esenciales

como el &cido linoleico y la colina.
En Espafa, se utiliza harina con un 44 % de proteina obtenida tras un proceso de

extraccion de la grasa por disolvente, y con un 47 % elaborada a partir del descascarillado

parcial de esta ultima.
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Figura 15.- Plantas y habas de soja

A pesar de su elevado valor nutritivo, el haba de soja cruda contiene numerosos factores

antinutritivos:

1) factores antitripsicos, ureasa y lectinas: son termolabiles, por lo que sus valores tras
el procesado por calor son aceptables (<2,5 ppm, <0,3 ud DpH y 0,5 mmoles/g
respectivamente).

2) factores antigénicos (glicina y B-conglicina): responsables de diarreas en animales
jovenes (terneros y lechones), dafios en la mucosa intestinal y de la respuesta

inmunoldgica.

Estos factores son parcialmente digeridos (e inactivados) en el rumen; esto hace que,
los rumiantes sean menos sensibles a sus consecuencias. Sin embargo, la fraccién no digerida

puede llegar a ser considerable en animales de alto nivel de produccion (De Blas, 1999).

Al igual que otras leguminosas tiene un alto contenido en oligosacaridos (5-6 %), lo que

reduce su uso en lechones pero no supone problemas para los rumiantes.

No obstante, los factores antigénicos y los oligosacaridos pueden ser extraidos con
agua y etanol, obteniendo un producto més concentrado, de especial interés en la alimentacion
de animales jovenes (como leches artificiales y piensos de arranque) por su alto contenido en
proteina (alrededor del 70 %) que recibe el nombre de concentrado de proteina de soja (Mateos
et al., 2009).
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Otro producto comercializado es el aislado de proteina de soja en el que se extraen
también los glucidos no solubles tras tratamiento alcalino y precipitacion acida. Es un proceso

caro por lo que su uso esta limitado a lactoreemplazantes y al consumo humano.

La fraccion hidrocarbonada de la soja contiene, ademas de los oligosacaridos, un 6-8%
de azlcares solubles (principalmente sacarosa) y alrededor de un 12% de pared celular poco
lignificada. Aunque su contenido en almidén es muy bajo (<1%), la calidad energética de esta

fraccion es elevada en rumiantes, intermedia en porcino y conejos y mas reducida en aves.

El haba de soja entera contiene un 18-20% de grasa altamente insaturada (54% de
linoleico y 8% de linolénico). Como consecuencia, la semilla entera debe usarse con precaucion
en piensos de animales monogastricos en cebo por sus repercusiones en la calidad de la canal.
Para facilitar la liberacion del aceite y asi aumentar su digestion en el intestino delgado, el haba
de soja se puede moler o extrusionar. Por ello, el valor energético del haba extrusionada es de

un 2 a un 5 % mayor al del haba tostada (Mateos et al., 2009).

En rumiantes, a pesar de la hidrogenacion parcial del aceite en el rumen, este reacciona
negativamente sobre la digestion de la fibra. Estos procesos se reducen tanto en animales de
elevado nivel de produccion y consumo como en el empleo del haba entera (en estas especies,

el haba tostada entera).

EL contenido en proteina de la soja es muy variable dependiendo. Si la semilla esta
entera es de un 38 % pero este valor aumenta hasta llegar a un 90 % en el aislado de proteina.
Tiene alto contenido en lisina y bajo en metionina y triptéfano. Al igual que otras leguminosas,
su proteina tiene un alto porcentaje en lisina y escaso en metionina y triptéfano. Al aplicar un
procesado térmico (para disminuir los factores antinutricionales), se reduce su disponibilidad de

aminoacidos esenciales como la lisina (De Blas, 1999).
El manejo en granja de los productos obtenidos de la soja resulta facil y comodo;

aunque si el tiempo de almacenamiento se alarga, existe el riesgo de la grasa del haba entera

se oxide.
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2.2.2. Alimentos enriquecidos en acidos grasos poliinsaturados

El pescado azul es muy rico en &cidos w-3, pero el rechazo de gran parte de la
poblacion hacia este alimento, ha hecho plantearse la inclusién de estos acidos grasos w-3 en

nutrientes tales como carne, huevos o leche.

Partiendo del conocimiento de los efectos de la dieta sobre la cantidad de acidos grasos
w-3 en los productos animales, muchos investigadores experimentan con la alimentacion animal

para incrementar su contenido en este tipo de &cidos.

Existen estudios previos que informan de que los perfiles de acidos grasos de los tejidos
de rumiantes y monogastricos (musculo y los depdsitos grasos) pueden ser modificados por la

nutricion o sistemas de alimentacion de los animales (Ponnampalam et al., 2009).

Los alimentos de origen animal enriquecidos con algas, harinas o aceites de pescado
incrementan las concentraciones de EPA y DHA en los tejidos (por ejemplo en el musculo) y en
la yema del huevo. Al alimentar animales con dietas ricas en lino o aceite de lino, que son
buenas fuentes de ALA, se obtiene como resultado un incremento de éste acido graso en los

huevos, leche, carnes de cerdo, pollo y vacuno.

El consumo de estos productos como fuente de acidos grasos de tipo w-3 (acido alfa-
linolénico) estd aumentando en los paises desarrollados, debido a sus posibles efectos

beneficiosos sobre los procesos de inmunidad y salud cardiovascular en humanos.

Los mayores obstaculos para esta tecnologia es la tendencia de los &cidos grasos a
oxidarse, produciendo sabores desagradables en los productos, asi como el gasto de afadir
fuentes de w-3 y antioxidantes (Kris-Etherton et al., 2002). De hecho, se han publicado trabajos,
que afirman que el 90% de los huevos en Inglaterra estan afectados por estos sabores. Y se han
llegado a fijar limites en las composiciones de huevos y carne, para que sus propiedades
organolépticas no se vean afectadas, 0,3 g de EPA y DHA por 100 g para carne, y 0,48 para
huevos (De Blas et al., 2005).
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En animales alimentados con semilla o aceite de lino (ricos en &cido linolénico),

aumenta el contenido de &cidos w-3 y disminuye la relacién w-6/ w-3 (Gago et al., 2007).

Existen muchos productos en el mercado (alimentos funcionales) que han sido
enriquecidos con acidos grasos w-3. Tal es el caso de huevo, aceites, productos de panaderia,
leche, formulas infantiles, mayonesas, margarinas y aderezos, carne y productos avicolas,

pescados cultivados...

Debido a la importancia de la Directiva que trata los &cidos grasos, el reglamento se

adjunta en el anexo I.

Huevo

De los productos animales enriquecidos con acidos grasos w-3, los huevos son los mas
comunmente disponibles en el mercado. De acuerdo con los resultados de varios trabajos,
existe la posibilidad de enriquecer los huevos con acidos grasos w-3, utilizando materias primas
normales en formulacion (p. ej.: semilla de lino, aceites de pescado y semilla de colza). Existen
diferencias en la composicion en &cidos grasos w-3 de los huevos obtenidos de ponedoras
alimentadas con fuentes de origen vegetal o marino (pescado), consiguiendo mejores resultados

con estos Ultimos.

Sin embargo, los huevos enriquecidos en &cidos grasos w-3 deben tener una calidad
sensorial aceptable. Siendo las materias primas vegetales menos propensas a transferir

caracteristicas organolépticas indeseables.

Hay que tener en cuenta, las limitaciones que presenta el uso de la semilla de lino en la
dieta de las aves: baja digestibilidad, presencia de glucdsidos cianogénicos y factores

antagonicos de la vitamina B6.

En una experiencia dirigida por Betancourt et al. (2009) en la que se evaluaba la
posibilidad de enriquecer con acidos grasos w-3 los huevos de gallinas ponedoras alimentadas

con dietas suplementadas con semilla de lino, se observd como el contenido de acido o-
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linolénico aumentaba hasta 44 veces en la yema del huevo. Estos datos corroboraban los
resultados de estudios previos realizados por otros autores (Gonzélez-Esquerra R. et al., 2001).
En el estudio, los datos productivos permanecieron invariables. Sin embargo, aunque no se
dieron cambios ni en el sabor, ni en el peso, ni en la textura; la inclusién de un 15 % de linaza
reducia la pigmentacion del huevo (lo que obliga a aumentar el contenido de pigmentantes y
antioxidantes para mantener el color en la escala éptima). Ademas, el coste de produccion

aumentaba un 12 %.

Los huevos enriquecidos con w-3 recibieron el Premio al Producto mas Innovador de

Europa en el afio 1997.

Leche

La grasa de la leche y de sus derivados contiene, de forma natural, elementos bioactivos
como es el caso del butirato y de los acidos grasos ramificados y poliinsaturados w-3. De estos
ultimos, destaca el acido linoleico conjugado (CLA) por sus beneficios. No obstante, su

concentracion depende de factores genéticos, fisiologicos y, fundamentalmente, nutricionales.

Hervas et al. (2007) no encontraron diferencias significativas en la produccion de leche
al ensayar con 24 ovejas de raza Assaf el posible efecto de la suplementacion de su dieta con
aceite de soja. No obstante, en el tratamiento con un 6 % de aceite de soja, aumentaba la
cantidad de acidos grasos insaturados y se reducian los acidos grasos de 16 y los de menos de

14 (hasta 4) atomos de carbono. Por tanto, se obtenia una leche més saludable.

Sin embargo, investigadores de la unidad de rumiantes del IRTA y del CSIC, obtuvieron
leche enriquecida (hasta cinco veces) en acidos grasos w-3 de ovejas alimentadas con una
dieta suplementada con semilla de lino y harina de girasol. Ademas, aumentaron la produccion

sin modificar la composicién de la leche.

Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por Toral et al. (2009) en una
experiencia que evaluaba los efectos de la inclusion de diferentes aceites vegetales (girasol y

soja) en la alimentacion de ovejas lecheras. En él, se observaba como una dieta rica en
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alimentos concentrados con un 6 % de aceite de girasol aumentaba el contenido de acidos
insaturados (como el vacénico y el ruménico) en la grasa lactea de manera mas efectiva que la
misma dosis que el aceite de soja. Ademas, el contenido graso de la leche de las ovejas
alimentadas con aceite de girasol, aumentaba en un 10 % (sin verse reducido el rendimiento

productivo).

Paralelamente, estos autores (Toral et al.,2009) estudiaron en 32 ovejas de raza Assaf,
distribuidas en cuatro grupos segun su nivel productivo, peso vivo, dias posparto y numero de
lactaciones, el efecto de una dieta suplementada con aceite de girasol (2 %) y pescado (1 %). El
tratamiento que incluia ambos aceites afecté a la composicion de la leche y redujo su contenido
graso un 0,7 %. El porcentaje de acido ruménico se cuadruplic. Ademas la relacion w-6/w-3
disminuia considerablemente (de 6,5 a 2,7), lo que es aconsejable para la prevencion de
enfermedades cardiovasculares. Esta dieta supuso una reduccion de la ingesta de alimento, asi

como de la produccién lechera.

Otros productos lacteos que han sido enriquecidos también con &cidos grasos w-3 son

los diferentes tipos de quesos (Innocente et al., 2000; Gomez-Cortés et al., 2009).

Carnes y productos carnicos

Es conocido que la composicion de acidos grasos en los tejidos de los no rumiantes,
especialmente tejido adiposo, tiende a reflejar la composicion de su dieta, mientras que la
composicion de acidos grasos de los tejidos de los rumiantes esta menos afectada por los
lipidos de la dieta. En los rumiantes la accién microbiana del rumen determina en gran
proporcion el tipo de acidos grasos disponibles para el animal (Cobos et al., 1994; Park et al.,
1994; Araujo de Vizcarrondo et al., 1998; Duckett et al., 1998).

Al estudiar el efecto de diversas raciones (racion 1: pulpa del fruto del argan
suplementado con un concentrado; racion 2: pulpa del fruto del argan; raciéon 3: cebadas
exclusivamente con una dieta concentrada) en la composicion de los acidos grasos en el
musculo y tejido graso de cabras, Bas et al. (2005), comprobaron que los cabritos que habian

sido criadas con arboles de Argan en bosques marroquies producian canales mas magras con
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menor nivel de colesterol y menor proporcion acidos grasos poco saludables como el acido
palmitico y mayor cantidad de &cidos grasos beneficiosos para la salud como los acidos grasos

polinsaturados, mejorando asi la relacion w-6 / w-3.

Berthelot et al. (2010), realizaron una experiencia en la que se comparar el efecto de
diversos cereales (lino, soja, colza, trigo y maiz) en la composicién de los acidos grasos en la
carne ovino. Como conclusion, obtuvieron que la alimentacién con linaza extrusionada
incrementa la proporcién de ALA y de &cidos grasos poliinsaturados de tipo w-3 en el masculo y

en el tejido graso de ovejas criadas de forma intensiva.

Al alimentar corderos con una dieta suplementada con diversas cantidades de linaza (0
%, 3 %, 6 %y 9 %), Bas et al. (2007) observaron un aumento de &cidos grasos poliinsaturados

tanto en tejido adiposo como en musculo y una relacién w-6/w-3 inferior a 4.

La adicion en la racion de semilla de lino aumenta el contenido en acido linolénico en la

grasa intramuscular de corderos y terneros (Martinez, 2007).

En ganado bovino, Bach et al. (2007) llevaron a cabo un proyecto con 54 machos
Frisones alimentados durante sus cuatro ultimos meses de vida con pienso enriquecido en w-3,
obtenido exclusivamente de elementos vegetales como semillas de linaza o cartamo con el
objetivo de enriquecer la grasa de la carne de ternera con este grupo de &cidos grasos. En el
estudio se concluyd que, sin repercutir en ninguno de los parametros productivos, ni en el
rendimiento, ni en la calidad de la canal, se podia llegar a: aumentar el contenido de w-3 hasta
4 veces (de 30 a 120 mg/100g), lo que conlleva una mejora de la relaciéon w-6/w-3 (de 29 a 6),
ademas el contenido de acido linoleico conjugado mejoraba un 15%. Todo esto, teniendo en

cuenta que el coste de obtencion de la carne era econémicamente factible.

Diferentes autores, han estudiado el empleo de linaza, debido a su alto contenido en
acido a-linolénico en la dieta de conejos para aumentar el contenido de acidos grasos w-3 y
reducir la relacion w-6/w-3. También se ha demostrado su efecto sinérgico con la adicion de
vitamina E. En todas estas experiencias se ha observado el incremento en la carne de este tipo
de &cidos grasos, sin que ello alterara ni la calidad sensorial ni la estabilidad oxidativa de la

carne.
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En conejos, Tres et al. (2008) diferenciaron los efectos de diversos aceites vegetales
ricos en acidos grasos poliinsaturados, como el aceite de linaza (w-3) y de girasol (w-6). Para
ello, emplearon dosis de 0, 1,5y 3 % y observaron que tanto la cantidad como la fuente influian
en la composicion lipidica de la carne. La carne de los conejos alimentados con aceite de linaza

era la mas favorable desde un punto de vista nutricional.

En ganado porcino, al afiadir a la dieta de cerdos aceite de bacalao (50 ml), aumentaba
entre 1,3 y 1,7 la concentracidn de acidos grasos poliinsaturados w-3, tanto en la grasa como en
el musculo; ademas, la relacion w-6/w-3 disminuia en todos los tejidos. Esto coincide con otros
estudios en los que se ha comprobado como cerdos alimentados con una dieta suplementada
con aceite de colza (2 %) y aceite de pescado (1 %), presentaban concentraciones en acidos

grasos w-3 superiores en el Longissimus dorsi y en el tejido adiposo (Piquer, 1997).
Recientemente, se ha comprobado como la carne broiler puede ser enriquecida en

acidos grasos w-3 mediante la ingesta de dietas suplementadas con aceite de lino (12 %) (Jia et
al., 2010).
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3. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Este trabajo tiene por objetivo estudiar, en corderos, si la utilizacion de fuentes ricas en
acidos grasos poliinsaturados del tipo w — 3, en este caso lino, tiene efecto sobre el desarrollo
de los diferentes depdsitos grasos en los factores relativos a la hiperplasia y a la hipertrofia de

los adipocitos y a la actividad de las enzimas lipogénicas relacionadas con el engrasamiento.

Las condiciones experimentales a lo largo del estudio serén las mismas para todos los
animales excepto que las dietas estaran suplementadas con diferentes concentraciones de lino.

Asi, se emplearan tres tipos de alimentacién:

1) racién 1: dieta control (pienso comercial sin lino)
2) racion 2: pienso comercial + 5% de lino

3) racion 3: pienso comercial + 10% de lino

Cada lote estara formado por 12 corderos machos de la raza Navarra. El sacrificio se
llevara a cabo una vez alcanzados los 26 Kg (tipo ternasco; aproximadamente a 85 dias de
edad).

El estudio del tejido graso se realizara midiendo la cantidad de grasa acumulada, el
tamario y el numero de los adipocitos y la actividad de las enzimas lipogénicas implicadas en la
sintesis de los triglicéridos (Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y Sintetasa de acidos
grasos (FAS)) y en la obtencion del poder reductor demandado en este proceso (Isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) y Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH)).

El estudio de los parametros anteriormente descritos, se realizara en los depdsitos

grasos pelvicorrenal (PR), subcutaneo (SC) e intramuscular (IM).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. ANIMALES Y DIETAS

Para la realizacién de la experiencia se utilizaron un total de 36 corderos de la raza
Navarra procedentes de la finca experimental “El Serron” de Valtierra, propiedad del Instituto

Técnico de Gestion Ganadero de Navarra (Sayés Sanchez, J.J., 2006).

Figura 16.- Finca experimental “El Serrén” en Valtierra (Navarra Agraria, 2006)

Con el fin de minimizar las variables con efectos diversos, sélo se emplearon corderos
machos. Con un peso medio aproximado al nacer de 4,5 Kg., ganaron 0,187+0,022 kg/d

durante de lactacién (periodo que durd una media de 57 dias).

En el momento del destete (9/04/08), los corderos con un peso medio de 15,2 Kg. se
distribuyeron en tres lotes homogéneos segun la alimentacion que iban a recibir. El periodo de
adaptacién al nuevo pienso se realizé sustituyendo gradualmente el pienso de arranque (pienso

comercial) por el respectivo pienso concentrado utilizado en la experiencia.
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El 16 de abrili de 2008, cada lote de corderos comenzd a recibir su dieta

correspondiente:

a) LOTE 1: lote control (sin lino)
b) LOTE 2: 5% de lino
c) LOTE 3:10% de lino

En las tablas 1 y 2, se observan los distintos porcentajes de las materias primas

integrantes de los diferentes piensos y su composicién quimica:

Tabla 1.- Composicién en materias primas de los piensos estudiados (% de materia

fresca).

Materia Prima Lote Control Lote 5% Lote 10%
Cebada 81,17 75,87 70,51
Soja 44 15,23 13,05 10,88
Valomega 160* 0,00 7,48 15,01
Carbonato célcico 1,76 1,76 1,76
Bicarbonato sddico 1,00 1,00 1,00
Sal 0,50 0,50 0,50
Micromix corderos* 0,30 0,30 0,30
Tastex + 638* 0,04 0,04 0,04

Valomega 160*: mezcla extrusionada de granos de lino (70%) y segundas de trigo (30%).

Micromix corderos*: complejo vitaminico mineral compuesto por: vitaminas A, Ds, E, B+, Bo,
Bsy B1 y Mn, |, Co, Zn, Fe, Se, Mo, S, Mg y Antioxidante.

Tastex + 638" aromatizante y saborizante.
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Tabla 2.- Composicion quimica de los piensos estudiados (materia fresca).

Materia Prima Lote Control Lote 5% Lote 10%
E. M. (Mcal/kg) 2,70 2,75 2,82
Proteina bruta (%) 14,56 14,35 14,48
Fibra bruta (%) 4,64 4,83 5,08
Materia grasa (%) 2,11 4,50 6,32
Cenizas (%) 5,52 5,94 6,02
Vitamina A (U.l./Kg) 9.799 9.799 9.799
Vitamina D3 (U.1./Kg) 1.960 1.960 1.960
Vitamina E (U.l./Kg) 23,3 23,3 23,3

El lino aportado esta en forma extrusionado y procede del producto Valomega 160, de la
empresa francesa Valorex. Es un producto fabricado a base de semillas de lino (70 % del total),
seleccionadas por su alto contenido en w-3, molturadas y con un soporte a base de tercerillas
de trigo (30 %). Se presenta en forma de harina, de color marrén oscuro. Su composicion

analitica se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 3.- Composicion analitica del producto Valomega 160 (% de kg bruto).

Constituyentes analiticos %
Humedad 6,80
Proteina bruta 20,43
Fibra bruta 12,07
Materia grasa bruta 28,38
Cenizas 4,76
Ac. Linolénico (w-3) 15,70
Ac. Linoleico (w-6) 4,70
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El alimento fue suministrado “ad libitum”. Asi mismo, los corderos tuvieron paja a libre
disposicion. El cebo de los corderos tuvo lugar hasta que estos alcanzaron un peso vivo de 26
Kg.

Figura 17.-Corderos de raza Navarra del lote lino 10 %

4.2. SACRIFICIO DE LOS CORDEROS Y TOMA DE MUESTRAS

El sacrificio y faenado de los corderos fue llevado a cabo en el matadero comercial “La
Protectora” (Pamplona). Una vez terminada la evisceracion, se procedio a la toma de muestras
de los depésitos grasos pelvicorrenal (PR: zona cefalica del rifién izquierdo), subcutaneo (SC:

base de la cola) e intramuscular (IM: en el Longissimus Dorsi, a la altura de la Ultima costilla).
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Figura 18.- Toma de muestras de los distintos depositos

Depdsito pelvicorrenal (PR) Depdsito subcutaneo (SC)  Depésito intramuscular (IM)

De las muestras tomadas, una pequefia parte (0,5 g), destinada al estudio de los
adipocitos, se guardd en tubos con 10 mL de solucién Tirode (0,15 M NaCl; 6 mM KCI; 2 mM
CaClz; 6 mM Glucosa; 2 mM NaHCOs), ajustado a un pH de 7,62, en termos con agua a 39°C
(temperatura fisiolégica en ganado ovino para evitar la lisis de los adipocitos); el resto (5 g),

reservada para el anlisis de la actividad enzimatica, se congeld en nitrégeno liquido (-196°C).

4.3. CANTIDAD DE GRASA

La cantidad de grasa se obtuvo tras la extraccion de la misma de los distintos dep6sitos
y su posterior pesaje. En el depésito PR se consider6 la cantidad de grasa total del depdsito.
Para los depositos SC e IM se trabajé con la 102 costilla ya que se considera que la composicion
tisular de esta porcion es representativa de la composicién tisular de la canal entera (Geay y
Beranger, 1969). Por ello, los valores obtenidos de cantidad de grasa SC e IM corresponden a la

102 costilla.
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4.4. MEDIDA DEL TAMANO Y NUMERO DE ADIPOCITOS

4.4.1. Método laboratorial

La técnica que se empled para el estudio del tamafio y nimero de los adipocitos fue la
digestién de las muestras con colagenasa descrita por Robdell (1964). Por efecto de la
colagenasa la matriz del tejido conjuntivo que rodea a los adipocitos es digerida, quedando

éstos libres y listos para ser observados al microscopio.

Fue necesario preparar previamente la solucion (5 mL medio 199 comercial — ref.:
31150-022 — 200 mg seroalbumina bovina; 5 mg colagenasa tipo Il — para el depésito IM 10 mg
colagenasa tipo Il-; ajustandola a un pH entre 7,00 y 7,4) empleada en la digestion del tejido

graso y calentarla a 39°C en la estufa.

En la figura 19 se observa como se desmenuzaron las muestras y se afiadieron a la
solucion de colagenasa. Seguidamente se guardaron en la estufa durante 90 minutos (figura
20).

Figura 19.- Picado de las muestras Figura 20.- Muestras almacenadas en estufa
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4.4.2. Tamano de adipocitos

Pasado ese tiempo, se realizaron las preparaciones microscépicas y se digitalizaron las
imagenes seleccionadas en el microscopio (como puede observarse en la figura 21) para el

posterior estudio de su didmetro mediante la técnica de Anélisis de Imagen (Arana et al., 2005).

Figura 21.- Analizador de imagenes

En la figura 22 se aprecian las imagenes microscépicas (x 300) de adipocitos en los

distintos depositos estudiados:

Figura 22.- Imagenes microscopicas (x 300)

Deposito pelvicorrenal (PR) Depésito subcutaneo (SC) Depésito intramuscular (IM)

Utilizando el programa informéatico Image-Pro Plus 5.1 se obtuvieron los didmetros, de al

menos 200 adipocitos por depdsito y animal. A partir de estos diametros, se calculé el volumen
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de los adipocitos, considerando que éstos tenian forma circular. El proceso detallado de medida

del diametro de los adipocitos se recoge en el Anexo |l.

4.4.3. Numero de adipocitos

El numero de adipocitos de los diferentes depositos grasos estudiados fue calculado
usando los valores medios del volumen de los adipocitos, la riqueza en lipidos de la grasa
(Soxhlet) y la densidad lipidica (d=0,915 g/ml) (Soret et al., 1997). Asumiendo que los adipocitos

eran esféricos, se utilizo la siguiente formula:

Peso del depositox Soxhlet (%)

Numero de adipocitos =
Volumen medio adipocitos % densidad lipidica

Dado que la cantidad de grasa almacenada se determind Unicamente en el depdsito
pélvicorrenal, el numero total de adipocitos fue estimado s6lo para este depdsito. Para los
depositos subcutaneo e intramuscular se estimé el numero de adipocitos que habia en la 102

costilla.

4.5. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA LIPOGENICA

4.5.1. Método laboratorial

La determinacidn de enzimas exige la homogeneizacién previa de los depositos grasos.
Este proceso, que debe realizarse en hielo (para evitar la desnaturalizaciéon de las enzimas),
consiste en afiadir entre 0,7 y 0,8 g de grasa desmenuzada en 4 mL de tampon STEG (0,3 M
Sacarosa; 30 mM Trizma base; 1 mM EDTA; 1 mM Glutation forma reducida). Tras la

homogeneizacion a 24.000 rpm, se filtrd con tela de red. El filtrado se centrifugd a 6.000 rpm
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durante 10 minutos a 4°C. El infiltrado se centrifugd una segunda vez a 12.000 rpm durante 20
minutos a 4°C. Finalmente se empled papel de filtro Whatman de tamafio de poro 0,45 um para
eliminar lipidos residuales y resto de tejido conectivo. El extracto obtenido se guardd en
eppendorf de 1,5 mL a —-80°C hasta su posterior analisis. El procedimiento detallado se muestra

en el anexo lll.

Se estudiaron las siguientes enzimas lipogénicas: Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa
(G3PDH; EC 1.1.1.8) Sintetasa de Acidos Grasos (FAS; EC 2.3.1.85), Glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49) y NADP-Isocitrato deshidrogenasa (ICDH; EC 1.1.1.50).
La actividad enzimatica se cuantificd por espectrofotometria, tal y como describen Soret et al.
(1998).

Figura 23.- Espectrofotémetro

4.5.2. Estudio de la actividad enzimatica lipogénica
La actividad fue expresada en forma de nmol /min/108 adipocitos. Por ello, para calcular

la actividad enzimatica por millén de adipocitos, se calcul6 el numero de adipocitos por gramo de

tejido adiposo usando el promedio del volumen de los adipocitos, el contenido graso de los
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tejidos (85% en el deposito pélvico renal, 60% en el subcutaneo y 2,2% en el tejido

intramuscular) y la densidad de los lipidos (0,915 g/mL) (Eguinoa et al. 2003):

. 9
Actividad enzimatica = (actividad / g) x1.000 x10° (nmol /10° adipocitos / min)

n° adipocitos | g

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio estadistico de la cantidad de grasa y del numero de adipocitos se realizd
un andlisis de varianza donde el factor de variacién considerado fue el lote de corderos, en
funcion de la alimentacion que recibieron (control, 5 % de lino, 10% de lino). Asi por cada uno de

los depdsitos grasos estudiados se aplic6 el siguiente modelo:
Xy =H+L +e,

donde:

Xij: valores para cada individuo de la cantidad de grasa y numero de adipocitos del
depdsito PR y de la cantidad de grasa y numero de adipocitos de los depositos SC e

IM obtenidos en la diseccién de la 102 costilla.
u: media de la poblacion considerada
L: efecto fijo debido al tipo de lote (i=1 control, i=2 lino 5%, i=3 lino 10%)

eik: error residual aleatorio

No se incluy6 el efecto depdsito graso en el modelo porque se considerd que no tenia
sentido compara la cantidad de grasa o el nimero de adipocitos entre depdsitos, dado que en el
caso del PR se consideraba el depdsito en su totalidad, mientras que en el SC e IM unicamente

se consideraban la grasa y el numero de adipocitos correspondientes a la 102 costilla.
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En el estudio del didmetro de los adipocitos, asi como de las actividades de las enzimas
lipogénicas G3PDH, FAS, ICDH y G6PDH, se incluyd el efecto depdsito graso, siguiendo el

siguiente modelo estadistico de analisis de varianza:

Xy =p+L+D,+(LxD), +e,

donde:

Xik: valores para cada individuo del tamafio y nimero de adipocitos y de la actividad de

las enzimas lipogénicas
u: media de la poblacion considerada
L: efecto fijo debido al tipo de lote (i=1 control, i=2 lino 5%, i=3 lino 10%)
D: efecto fijo debido al tipo de depésito graso (j=1 PR, j=2 SC, j=3 IM)
(LxD);: efecto de la interaccion Lote x Deposito Graso

eik: error residual aleatorio

El programa informético empleado para los anélisis estadisticos fue SPSS Statistics

17.0.
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5. RESULTADOS

5.1. CANTIDAD DE GRASA

En la tabla 4 se muestran los pesos, en gramos, de los distintos depositos grasos estudiados.

Tabla 4.- Peso medio (g) de los depdsitos pélvicorrenal (PR), subcutaneo (SC) e
intramuscular (IM) de los 3 lotes de corderos estudiados (LC: lote control; L5:

lote con 5 % de lino en la racion; L10: lote con 10 % de lino en la racion).

, LOTES SIGNIFICACION
DEPOSITO
) CONTROL LINO5%  LINO10% E.E. P
PR 182,1 220,4 208,2 19,54 0,07
SC' 9,8 11,7 115 1,04 0,27
IM? 0,4 0,3 0,4 0,04 0,46

1 Obtenido por diseccion de la costilla 102,
2 Obtenido por la técnica de analisis de imagen, corresponde al musculo Longissimus

dorsi de la 102 costilla.

Al comparar las medias y observar el nivel de significacion estadistico, se comprueba
que no existen diferencias significativas en cuanto a la cantidad de grasa acumulada en los
animales en funcién de la proporcion de lino de la racién. Unicamente en el depésito PR se da
una tendencia a la significacion (P=0,07) de manera que la cantidad de grasa pélvicorrenal de
los corderos que consumieron lino tenderia a ser mayor que en los corderos que consumieron el

pienso control.
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5.2. DIAMETRO DE LOS ADIPOCITOS

En la tabla 5 se muestran los niveles de significacion estadistica de los efectos de lote

(L), depésito graso (D) y su interaccion (L x D) en el didmetro de los adipocitos.

Tabla 5.- Niveles de significacion de los efectos lote (L), depésito graso (D), interaccion
lote x depdsito (LxD), y el coeficiente de determinacion (R?) para el didmetro

de los adipocitos.

L D LxD R?

NS *hk NS 0,81

(NS: P>0,05; ***: P<0,001)

Se puede observar como Unicamente el efecto depdsito es estadisticamente significativo
(P<0,001). Sin embargo, ni el efecto lote ni su interaccion con el efecto deposito muestran
diferencias significativas. Por tanto, no ha existido efecto de la alimentacidn sobre el tamafio de
los adipocitos. Unicamente, se han manifestado diferencias significativas en el tamafio de los

adipocitos al comparar los depdsitos grasos entre si.

La tabla 6 recoge los didmetros medios (um) de los adipocitos por lotes de corderos

segun el tipo de racion ingerida y segun el tipo de depésito graso.
Tabla 6.- Didmetro medio (um) de los depdsitos pélvicorrenal (PR), subcutaneo (SC), e

intramuscular (IM) de los 3 lotes de corderos estudiados (LC: lote control; L5:

lote con 5 % de lino en la racion; L10: lote con 10 % de lino en la racion).
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, LOTES SIGNIFICACION
DEPOSITO
CONTROL LINO5%  LINO10% EE. P
PR 726 78,9 75,6 317 0,38
SC! 80,1 85,7 79,3 3,50 0,46
IM2 33,5 35,7 35,8 0,23 0,62

de los adipocitos de los corderos debido a la diferente composicion de las raciones.

Los resultados obtenidos muestran que no hubo diferencias significativas en el didmetro

La figura 24 muestra los diametros medios de los adipocitos de los depésitos grasos PR,

SC e IM de los corderos del lote control, lote L5 y lote L10, respectivamente. En los tres grupos

de corderos se aprecia que los adipocitos del depdsito IM fueron méas pequefios que los de los

depdsitos SC y PR, no habiendo diferencias significativas en el tamafio de los adipocitos de

estos dos ultimos depésitos.

Diametro adipocitos {um)

Figura 24.- Representacion grafica de los diametros medios (um) de los 3 lotes de

corderos estudiados (LC: lote control; L5: lote con 5 % de lino en la

racion; L10: lote con 10 % de lino en la racion).

HPR ESC &M
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5.3. NUMERO DE ADIPOCITOS

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos para el nimero de adipocitos en los

diferentes depdsitos grasos de tejido graso (véase material y métodos).

Tabla 7.- Numero de adipocitos (x106) de los depdsitos pélvicorrenal (PR), subcutaneo
(SC), e intramuscular (IM) de los 3 lotes de corderos estudiados (LC: lote

control; L5: lote con 5 % de lino en la racién; L10: lote con 10 % de lino en la

racion).
, LOTES SIGNIFICACION
DEPOSITO
CONTROL  LINO5%  LINO10% EE. P
PR 870,5 8433 1.016,6 93,19 0,32
SC 258 253 319 365 0.29
IM2 235 334 313 520 0,54

1 Corresponde a la grasa de la 102 costilla.

2 Corresponde a la grasa del musculo longissimus dorsi de la 102 costilla.

Los valores de significacion estadistica, indican que las diferencias encontradas no son

significativas; es decir, el aporte de lino no influye en el numero de adipocitos del tejido graso.

5.4. ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIPOGENICAS

5.4.1. Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (G3PGH)

La tabla 8 presenta los niveles de significacion referentes a la actividad de la enzima

G3PDH considerando los efectos lote (L), depdsito graso (D) y su interaccion (L x D).
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Tabla 8.- Niveles de significacion de los efectos lote (L), deposito graso (D), interaccion
lote x depésito (LxD), y el coeficiente de determinacién (R?) para la actividad

de la enzima lipogénica Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH).

L D LxD R2

NS *kk NS 0,45

(NS: P>0,05; ***; P<0,001)

En ella se observa que ni el efecto del lote ni el de su interaccion con el efecto depdsito
fueron significativos. No ocurre asi con el efecto deposito, que presenta un nivel de significacion
inferior al 0,1 % (P<0,001).

Los resultados referentes a la actividad enzimatica de la Glicerol 3 Fosfato

Deshidrogenasa se exponen en la siguiente tabla:

Tabla 9.- Actividad media de la enzima lipogénica Glicerol-3-Fosfato-Deshidrogenasa
(nmol /min/108 adipocitos) en los depdsitos pélvicorrenal (PR), subcutaneo
(SC), e intramuscular (IM) de los 3 lotes de corderos estudiados (LC: lote

control; L5: lote con 5 % de lino en la racion; L10: lote con 10 % de lino en la

racion).
, LOTES SIGNIFICACION
DEPOSITO
CONTROL  LINO5%  LINO10% EE. P
PR 4065 406.,8 4279 12,28 0,95
SC 1.024,0 1.039,0 927.0 60,80 0,82
IM 1.389.4 1.424,7 1.428,8 21,70 0,99

Los niveles de significacion estadistica muestran que el diferente aporte de lino en la

dieta de los corderos no conlleva un efecto en la actividad de la enzima lipogénica G3PDH.
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La figura 25 muestra la actividad media de la enzima lipogénica G3PDH de los depésitos

grasos PR, SC e IM de los corderos del lote control, lote L5 y lote L10, respectivamente. En los

tres grupos de corderos se aprecia que el PR presenta menor actividad de la enzima G3PDH

que el SC e IM, no habiendo diferencias significativas entre estos dos ultimos depésitos.

Figura 25.- Representacion gréfica de la actividad media de la enzima lipogénica
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Glicerol-3-Fosfato-Deshidrogenasa (nmol /min/108 adipocitos) de los 3 lotes
de corderos estudiados (LC: lote control; L5: lote con 5 % de lino en la

racion; L10: lote con 10 % de lino en la racion).

LC L5 L10

HPR ESC &M

5.4.2. Sintetasa de acidos grasos (FAS)

En la tabla 10 se presentan los niveles de significacion estadistica para la actividad de la

enzima lipogénica FAS al analizar los efectos lote (L), depdsito graso (D) y la interaccién entre

ambos (LxD).

Tabla 10.- Niveles de significacion de los efectos lote (L), depdsito graso (D), interaccion

lote x deposito (LxD), vy el coeficiente de determinacion (R?) para la

actividad de la enzima lipogénica Sintetasa de acidos grasos (FAS).

95



Resultados

L D LxD R?

NS *kk NS 0,30

(NS: P>0,05; ***: P<0,001)
Como se observa en la tabla anterior, solo existen diferencias significativas para el
efecto depdsito (P<0,001). El efecto lote y la interaccién de éste con los diversos depésitos no

muestran niveles de significacion superiores al 5 %.

A continuacién, se muestran los datos pertenecientes a la actividad enzimatica de la

FAS.

Tabla 11.- Actividad media de la enzima lipogénica FAS (nmol /min/108 adipocitos) en
los depdsitos pélvicorrenal (PR), subcutaneo (SC), e intramuscular (IM) de
los 3 lotes de corderos estudiados (LC: lote control; L5: lote con 5 % de lino
en la racion; L10: lote con 10 % de lino en la racion).

; LOTES SIGNIFICACION
DEPOSITO
CONTROL LINO5%  LINO 10 % E.E. P
PR 25,2 33,2 25,3 4,57 0,36
SC 39,5 514 50,6 6,67 0,55
IM 73,2 88,9 62,3 13,3 0,40

No existen diferencias significativas en la actividad enzimatica lipogénica de la FAS
entre los lotes de corderos alimentados con raciones suplementadas con diferentes

concentraciones de lino (0, 5y 10 %).

La figura 26 muestra la actividad media de la enzima lipogénica FAS de los depositos

grasos PR, SC e IM de los corderos del lote control, lote L5 y lote L10, respectivamente. Se
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observa como la actividad de la enzima FAS es menor en el deposito PR con respecto al SC e

IM.

Figura 26.- Representacion gréfica de la actividad media de la enzima lipogénica
Sintetasa de acidos grasos (nmol /min/108 adipocitos) de los 3 lotes de
corderos estudiados (LC: lote control; L5: lote con 5 % de lino en la racién;
L10: lote con 10 % de lino en la racion).
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5.4.3. Isocitrato deshidrogenasa (ICDH)

En la tabla 12 se presentan los niveles de significacion en funcién de los efectos lote (L),
depésito graso (D), interaccion lote xdeposito (LxD), para la actividad de la enzima lipogénica
ICDH.

Tabla 12.- Niveles de significacion de los efectos lote (L), depdsito graso (D), interaccion
lote x deposito (LxD), vy el coeficiente de determinacion (R?) para la

actividad de la enzima lipogénica Isocitrato deshidrogenasa (ICDH).
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L D LxD R?

NS *kk NS 0,51

(NS: P>0,05; ***; P<0,001)

En la tabla se expresan los resultados de la actividad de la enzima Isocitrato

deshidrogenasa.

Tabla 13.- Actividad media de la enzima lipogénica Isocitrato Deshidrogenasa (nmol
Imin/108 adipocitos) en los depdsitos pélvicorrenal (PR), subcutaneo (SC), e
intramuscular (IM) de los 3 lotes de corderos estudiados (LC: lote control; L5:

lote con 5 % de lino en la racién; L10: lote con 10 % de lino en la racion).

, LOTES SIGNIFICACION
DEPOSITO
CONTROL LINO5%  LINO 10 % E.E. P
PR 4028 363,9 405 4 23,29 0,84
SC 7886 845,0 793,2 31,31 0,93
IM 2.405,0 2.516,0 2.600,3 97,98 0,95

No se encontraron diferencias significativas para la actividad de la enzima lipogénica
ICDH, es decir, la actividad de esta enzima no se ve afectada por las diversas concentraciones

de lino empleadas en las dietas de los tres lotes.

La figura 27 muestra la actividad media de la enzima lipogénica ICDH de los depésitos
grasos PR, SC e IM de los corderos del lote control, lote L5 y lote L10, respectivamente. Se
observa la gran diferencia existente entre depoésitos, siendo el depdsito IM el que mayor

actividad de la enzima ICDH presenta y el PRy el SC los de menor.
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Figura 27.- Representacion grafica de la actividad media de la enzima lipogénica
Sintetasa de acidos grasos (nmol /min/108 adipocitos) de los 3 lotes de
corderos estudiados (LC: lote control; L5: lote con 5 % de lino en la racién;

L10: lote con 10 % de lino en la racién).
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5.4.4. Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

La tabla 14 refleja los niveles de significacion obtenidos para la actividad enzimética

lipogénica de la G6PDH, al considerar los efectos lote (L), depdsito graso (D), interaccion lote
xdepdsito (LxD).

Tabla 14.- Niveles de significacion de los efectos lote (L), depdsito graso (D), interaccion
lote x depodsito (LxD), vy el coeficiente de determinaciéon (R2) para la

actividad de la enzima lipogénica Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
(G6PDH).
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L D LxD R2
NS NS NS 0,10
(NS: P>0,05)

En la siguiente tabla se muestran los resultados correspondientes a la actividad de la

enzima lipogénica glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.

Tabla 15.- Actividad media de la enzima lipogénica Glucosa-6-Fosfato-Deshidrogenasa
(nmol /min/108 adipocitos) en los depositos pélvicorrenal (PR), subcutaneo
(SC), e intramuscular (IM) de los 3 lotes de corderos estudiados (LC: lote

control; L5: lote con 5 % de lino en la racién; L10: lote con 10 % de lino en la

racion).
, LOTES SIGNIFICACION
DEPOSITO
CONTROL LINO5%  LINO10% EE. P
PR 474 75.8 62,5 14,18 0,19
SC 419 54,6 56,4 7.92 0,52
IM 49,5 735 70,9 13,18 0.21

Al observar el nivel de significacion estadistica se comprueba que no existen cambios en
la actividad enzimatica lipogénica de la enzima G6PDH al suministrar a los corderos dietas

enriquecidas con lino.

La figura 28 muestra la actividad media de la enzima lipogénica G6PDH de los depositos
grasos PR, SC e IM de los corderos del lote control, lote L5 y lote L10, respectivamente. Se
observa que en ninguno de los 3 lotes de corderos hay diferencias entre depdsitos grasos en

cuanto a la actividad de la enzima G6PDH.
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Figura 28.- Representacion grafica de la actividad media de la enzima lipogénica
Glucosa-6-Fosfato-Deshidrogenasa (nmol /min/10¢ adipocitos) de los 3
lotes de corderos estudiados (LC: lote control; L5: lote con 5 % de lino en la

racion; L10: lote con 10 % de lino en la racién).

LC L5 L10
90

d
80 75,7 73.5— _

70,9
70

60

50
40

30

(1]
h—
)
o]
£
~N
c
LH]
o
1]
2
=
-
Q
<

{nmol /min/10¢ adipocitos)

20

10

HPR ESC &M

61




DISCUSION



Discusién

6. DISCUSION

6.1. CANTIDAD DE GRASA

La distribucion del tejido graso en la canal estd influenciada por los cambios en las
proporciones respectivas que presentan los principales depositos adiposos durante la fase del
crecimiento de los corderos. Su estudio es fundamental puesto que marca el valor comercial de
las canales. En el momento del nacimiento el porcentaje de grasa corporal es pequefio; sin
embargo, a medida que los animales crecen, aumenta la deposicién (por los procesos de

hiperplasia e hipertrofia) y con ella la proporcion de grasa de la canal de los corderos.

Los corderos jovenes, como son los del presente trabajo, tienden a acumular mas tejido
adiposo en los depdsitos abdominales internos (omental (OM) y pélvicorrenal (PR)) que en los
externos (subcutéaneo (SC)). Ello tiene lugar fundamentalmente por la hipertrofia de los
adipocitos (Arana et al., 2005) y puede que esté relacionado con el orden de precocidad en el
desarrollo de los diferentes depdsitos. Asi, se considera que el deposito intermuscular (IN) es el
mas precoz, seguido del PR, OM y el SC (Wood et al., 1980).

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 4), no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos lotes en ninguno de los depdsitos estudiados.
Aunque es importante sefialar que, en el PR, los corderos que ingirieron lino tendieron a
presentar mayor engrasamiento respecto al lote control (p=0,07). El hecho de que los piensos
que ingirieron los corderos de los lotes L5 y L10 fueran algo més energéticos que los del lote

control (2,70 y 2,75 vs 2,82 Mcal EM/kg, respectivamente) pudo influir en ello.

En este sentido, Arana et al. (2005), encontraron que corderos de cebo de raza Rasa
Aragonesa alimentados con raciones enriquecidas (2,8 Mcal EM/kg) con un 5 % de jabones
calcicos de &cidos grasos de aceite de oliva presentaban mayor contenido graso en el deposito

PR (p<0,001) y en el OM (p<0,05) con respecto a los corderos que se alimentaban con una dieta
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control (2,7 Mcal EM/kg), es decir, en estos depdsitos la energia ingerida sobrante se

acumulaba en forma de grasa.

Respecto al hecho de que las diferencias tiendan a manifestarse en el depédsito PRy no
en los demés depdsitos podria ser debido al orden de precocidad de los adipocitos grasos de
manera que a estas edades de los corderos (aproximadamente 3 meses) los depésitos que
mayor acumulacion de grasa estarian manifestando serian los depdsitos internos. En el trabajo
anteriormente citado de Arana et al. (2005) las diferencias en el engrasamiento entre lotes de
corderos se mostraron asi mismo en los depoésitos internos (PR y OM), sin que nien el SC y ni

en el IN (intermuscular) se apreciaran diferencias.

Terré et al. (2009), en una experiencia llevada a cabo con corderos de raza Ripollesa
alimentados con dietas suplementadas con una mezcla de isémeros del &cido linoleico
conjugado con 0, 0,25 y 1 %, tampoco encontraron diferencias significativas entre lotes en el
deposito IM. Todo ello corroboraria la influencia del orden de precocidad de los diferentes

depdsitos en el engrasamiento de las canales de corderos jovenes.

En terneros en crecimiento, asi mismo, los resultados obtenidos por diferentes autores
parecen indicar que no existe un efecto de la ingestion de lino sobre el engrasamiento cuando
los piensos utilizados son isoenergéticos. Asi Sayed et al (2007), en terneros de raza Pirenaica
alimentados con un 5 % de semilla de lino en la racion no encontraron diferencias en el
engrasamiento con respecto a los terneros del lote control que no consumieron lino. De igual
modo Bach et al., (2007) con terneros frisones alimentados con pienso enriquecido en w-3 con
materias primas de origen vegetal como el lino o el cartamo durante su fase de acabado (cuatro
ultimos meses de vida), tampoco encontraron diferencias en el engrasamiento de los terneros

que habian recibido el suplemento con respecto a los alimentados con el pienso control.

El objetivo buscado en este trabajo de obtener canales con perfiles lipidicos mas
beneficiosos para la salud humana, no conlleva cambios en el contenido de los depdsitos
grasos. Lo que también ha quedado justificado por otros autores en distintas especies como
porcino (Echenique et al., 2009), vacuno (Sayed et al., 2007; Bach et al., 2007; Mach et al.,
2006), aves (Jia et al., 2010) o conejos: (Tres et al., 2008).
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6.2. DIAMETRO Y NUMERO DE ADIPOCITOS

El hecho de que no haya diferencias significativas en el tamafio de los adipocitos de los
diversos lotes estudiados consolida los resultados obtenidos para la cantidad de grasa. Aunque,
también en este caso, los lotes suplementados con lino muestran cierta tendencia a presentar

adipocitos con didmetros superiores a los del lote control en el depdsito PR (Tabla 6).

Parece claro que, la cantidad de alimento ingerido y fundamentalmente la concentracion
energética del mismo, van a tener una influencia sobre la deposicion de grasa que tiene lugar

por la hipertrofia e hiperplasia de sus adipocitos.

Daniel et al. (2004), en corderos obtenidos del cruce Mule x Charolais distribuidos en
lotes segun la dieta suministrada (ad limitum o racionada), encontraron que los corderos que
recibian una dieta que cumplia, en exceso, con sus necesidades presentaban unos depositos
grasos internos (SC, PR y OM) con adipocitos de mayor didmetro que aquellos corderos que

habian sufrido restriccion en su alimentacion.

Sin embargo, en terneros de raza Pirenaica alimentados con dietas suplementadas con
lino, Sayed et al., (2007), observaron que los didmetros de los adipocitos de los terneros
alimentados con una dieta rica en lino (5 %) no mostraban diferencias respecto a los diametros
de los terneros alimentados con una dieta control, es decir, el diametro de los adipocitos de los
depdsitos analizados (PR, SC e IM) de estos terneros no se veia influenciado por la composicion

de alimentacion recibida.

Otro factor influyente en el tamafio de los adipocitos es la edad del animal ya que en las
edades mas avanzadas predomina el proceso de hipertrofia. Asi, Purroy et al. (1997) en
corderos de raza Latxa observaron que, a pesar de que entre los 12 y los 24 kg el diametro de
los adipocitos permanecia constante, entre los 24 y los 36 kg existia un incremento significativo
en los depositos PR y SC. Es decir, se diferenciaban dos fases en el crecimiento de los
adipocitos, una primera en la que predomina mas la hiperplasia para a continuacién producirse
fundamentalmente la hipertrofia de los adipocitos. De modo similar ocurria en corderos de la

Rasa Aragonesa (Arana et al., 1998). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
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Haugebak et al. (1974), en los que se concluy6 que en corderos cruzados de diferentes razas
carnicas alimentados ad libitum el fendmeno de la hiperplasia se daba hasta los 24 kg, mientras
a partir de este peso hasta los 36 kg el engrasamiento se debia a la hipertrofia de los adipocitos.
En este sentido, Smith et al. (1987), al estudiar el metabolismo del tejido adiposo durante el
crecimiento de corderos de raza Columbia, demostraron que desde los 4 hasta los 6 meses de
edad el incremento del diametro de los adipocitos subcutaneos era considerable, y comprobaron

que a esta edad (6 meses) los adipocitos alcanzaban su didmetro maximo.

Asi mismo, en cabras adultas de raza Blanca Celtibérica Mendizabal et al. (2007), la
hipertrofia de los adipocitos fue la responsable del incremento de la cantidad de grasa con el
aumento de la nota de condicion corporal (nCC), puesto que se observd un aumento del
volumen de los adipocitos en todos los depdsitos (OM, MES, PR, SC, Intermuscular) al
aumentar la nCC. Unicamente, en el depésito SC se obtuvo también una relacién positiva y
significativa (r=0,40; P<0,05) entre la cantidad de grasa y el nimero de adipocitos lo que podria

estar indicando una hiperplasia tardia en este depdsito.

En terneros de siete de las principales razas autoctonas (Asturiana, Avilefia, Morucha,
Parda Alpina, Pirenaica, Retinta y Rubia Gallega) con pesos en el momento del sacrificio de 320
y 540 kg, Alzon et al. (2007) comprobaron que existia una relacion significativa (P<0,001) entre
el tamafio de los adipocitos del depésito PRy el peso de los animales, lo que se explica por una
intensa hipertrofia de los adipocitos en el proceso de engrasamiento. Sin embargo, tanto en el
depdsito SC como en el intermuscular (IN) este aumento sélo se daba en alguna de las razas
estudiadas, por lo que parece que el depdsito PR se desarrolla fundamentalmente por hipertrofia

mientras que en el SC e intermuscular podria haber también hiperplasia.

Los resultados obtenidos en este trabajo evidencias que el aporte de lino en la dieta de
los corderos no tuvo influencia en el proceso de hiperplasia (0 aumento del numero de los
adipocitos) (Tabla 7).

No se observa una tendencia de los corderos alimentados con lino a presentar mayor o
menor numero de células adiposas en el deposito PR. Por tanto, la tendencia a una mayor
acumulacion de grasa en este depdsito (P=0,07) en los corderos que consumieron lino se

deberia a un proceso de hipertrofia més acusado y no a la intensificacion de la hiperplasia.
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Aunque el lino no ha mostrado tener influencia sobre la hiperplasia de los adipocitos si
se han descrito casos de suplementos que modifican la intensidad de los procesos de hipertrofia
e hiperplasia de los adipocitos. Asi, Arana et al. (2008) en una experiencia llevada a cabo con
corderos de la raza Rasa Aragonesa comprobaron como los corderos alimentados con una dieta
suplementada con vitamina A presentaban mayor numero de adipocitos con diametros menores
que los corderos que no habian recibido suplementos en su dieta, lo que se tradujo en un
engrasamiento similar; es decir, la vitamina A influia en los procesos de desarrollo del tejido

graso.

En definitiva, parece claro que es fundamentalmente la hipertrofia de los adipocitos la
que contribuye al desarrollo de los depositos grasos, produciéndose la hiperplasia
mayoritariamente en las primeras etapas de vida y solo excepcionalmente en etapas avanzadas
de crecimiento. No obstante, el aporte de lino a la dieta de los corderos no ha tenido ninguna

influencia sobre la hipertrofia ni sobre la hiperplasia de los adipocitos.

6.3. ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIPOGENICAS

Cada depdsito graso constituye un estado dindmico que supone un papel importante y

continuo en el metabolismo energético (Diaz, 2001).

En ninguna de las enzimas objeto de estudio: Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa
(G3PDH) (Tabla 9), Sintetasa de Acidos Grasos (FAS) (Tabla 11), Isocitrato Deshidrogenasa
(ICDH) (Tabla 13) y Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Tabla 15) se observan
diferencias significativas entre lotes; es decir, la inclusion del lino en la dieta de los corderos no

muestra una influencia en la actividad de estas cuatro enzimas lipogénicas.
Por tanto, al igual que ocurria con la hiperplasia y la hipertrofia de los adipocitos,

tampoco ha habido influencia de la inclusion de lino sobre la actividad de las enzimas

lipogénicas. Sin embargo, al observar el efecto deposito se comprueba que éste influye en la
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actividad de las enzimas G3PDH, FAS e ICDH; siendo la enzima G6PDH, la Ginica en no mostrar

variaciones entre depdsitos.

La actividad de la enzima G3PDH (Tabla 9), que interviene en la esterificacion de los
acidos grasos, por tanto al final del proceso de sintesis lipidica, podria ser un buen indicador de
la intensidad de sintesis lipidica que tiene lugar en un momento dado. En este sentido, el
depdsito PR presentd baja actividad de la G3PDH, lo que podria estar indicando que la
lipogénesis es menos intensa en este deposito. Sin embargo, esta enzima muestra una actividad
muy elevada en el resto de depdsitos estudiados (SC e IM). Estas diferencias podrian estar
relacionadas con la precocidad de los distintos depésitos. Asi, el depédsito PR, que como se ha
indicado es mas precoz que el SC e IM podria estar proximo a completar su desarrollo y, por
tato, la actividad de la enzima G3PDH estaria disminuyendo, mientras que en los depdsitos SC
e IM la intensidad del desarrollo estaria aumentando y con ello la actividad de la enzima
G3PDH.

En cuanto a la actividad de la enzima FAS, indicadora de la sintesis de novo de acidos
en el interior del adipocito, tampoco se vio influida por la inclusion de lino en la racion de los
corderos (Tabla 11). También en el caso de esta enzima, las diferencias se reflejaron entre los
distintos depositos grasos, manifestando el depoésito PR menor actividad que el SC e IM, a
semejanza de lo que habia ocurrido con la enzima G3PDH. Esta correspondencia entre la
actividad de la G3PDH y la FAS ya habia sido descrita por Arana et al. (1998) y Purroy et al.

(1997), respectivamente y en terneros de raza Pirenaica y Frisona (Eguinoa et al., 2003).

Finalmente, con respecto a las enzimas ICDH y G6PDH que aportan al poder reductor
necesario por la sintesis de novo de &cidos grasos, el hecho de que no hubiera diferencias entre
lotes de corderos segun la dieta recibida estaria en consonancia con los resultados obtenidas
para la actividad de la enzima FAS, que es la que utiliza el poder reductor que generan estas

dos enzimas deshidrogenasas.

Al comparar entre depositos grasos la actividad de la ICDH y G6PDH se observa que
mientras para la G6PDH no hay diferencias entre depdsitos la actividad de la ICDH vuelva a
mostrar los valores menores en el depésito PR, y los mayores en el IM a semejanza de lo que

ocurria con la G3PDH y la FAS. Este hecho nos llevaria concluir que es la ICDH la que juega un
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papel méas determinante en el proceso de generacion de poder reductor para la sintesis de novo
de los &cidos grasos. Esta conclusion viene a confirmar los resultados encontrados previamente
en terneros por Alzon et al. (2003) que demuestran la relacion positiva y significativa existente

entre la actividad de las enzimas FAS e ICDH.

En definitiva, los resultados evidencian que la inclusién de lino en la dieta de corderos

de cebo de raza Navarra no modifica ni el desarrollo ni el metabolismo del tejido graso.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Carrera se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

1.- La inclusion de lino en la dieta de corderos de raza Navarra no ejerce influencia en la
cantidad de grasa acumulada en los depdsitos subcutaneo (SC) e intramuscular (IM). Sin
embargo, la ingestion de lino pudieran tener cierta influencia tendente a un mayor

engrasamiento del deposito pélvicorrenal (PR).

2.- La utilizaciéon de lino en la dieta de corderos de raza Navarra no afecta a los
procesos de hipertrofia e hiperplasia de las células adiposas de los depdsitos grasos estudiados
en este trabajo. La tendencia a un mayor engrasamiento en el deposito PR de los corderos que
ingirieron lino se correspondid con unos valores algo superiores del tamafio y numero de

adipocitos en este depdsito, si bien las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

3.- El lino no afecta en la actividad enzimatica lipogénica de ninguna de las enzimas
estudiadas: Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH), Sintetasa de Acidos Grasos (FAS),
Isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH).

4.- La actividad de las enzimas G3PDH, FAS e ICDH varia significativamente entre
depdsitos grasos. Ello podria tener relacion con el orden de precocidad de los diferentes
depdsitos grasos de forma que en el momento del sacrificio de estos corderos, el depésito PR
(que presenta los menores valores de actividades) podria haber manifestado ya su momento de
maximo desarrollo y los depdsitos SC e IM (que presentaban mayores valores de actividad) lo

estarian manifestando en este momento.
5.- El andlisis de la composicion en acidos grasos de la grasa (riqueza en acidos grasos

polinsaturados de tipo w-3) de estos corderos sera el que determine en Ultima instancia el

interés de la utilizacién de lino en el cebo de corderos.
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ANEXO |.- REGLAMENTO (UE)

REGLAMENTO (UE) N o 116/2010 DE LA COMISION

de 9 de febrero de 2010

por el que se modifica el Reglamento (CE) n 0 1924/2006 del Parlamento Europeo y del

Consejo en lo relativo a la lista de declaraciones nutricionales

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION EUROPEA,

Visto el Tratado de Funcionamiento de la

Unién Europea,

Visto el Reglamento (CE) n° 1924/2006 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 20
de diciembre de 2006, relativo a las
declaraciones  nutricionales 'y  de
propiedades saludables en los alimentos 1,

y, en particular, su articulo 8, apartado 2,

Considerando lo siguiente:

(1) El articulo 8, apartado 1, del
Reglamento  (CE) n° 1924/2006
establece que las declaraciones
nutricionales en los alimentos solo se

autorizaran si estan enumeradas en el

1DO L 404 de 30.12.2006, p.9.

anexo, en el que también se fijan las

condiciones de uso.

(2) El Reglamento (CE) n° 1924/2006
establece  asimismo  que las
modificaciones pertinentes del anexo se
adoptaran previa consulta a la
Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), en lo sucesivo

denominada «la Autoridad».

(3) Previamente a la adopcion del
Reglamento (CE) n° 1924/2006, la
Comision solicito el dictamen de la
Autoridad sobre las declaraciones
nutricionales y sus condiciones de uso
en relacion con los &cidos grasos
omega-3, las grasas monoinsaturadas,
las grasas poliinsaturadas y las grasas

insaturadas
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(4) En su dictamen, adoptado el 6 de julio

de 2005 2, la Autoridad concluyé que los
acidos grasos omega-3, las grasas
monoinsaturadas, las grasas
polinsaturadas y las grasas insaturadas
desempefian importantes funciones en
la dieta. EI consumo de algunas grasas

insaturadas como los &cidos grasos

omega-3 es, a Vveces, inferior al
recomendado. Por ello, las
declaraciones nutricionales que

identifican los alimentos fuente de estos
nutrientes —o ricos en ellos— podrian
ayudar a los consumidores a elegir
alimentos mas sanos. Sin embargo,
estas declaraciones nutricionales no
estaban incluidas en la lista establecida
en el anexo del Reglamento (CE) n°
1924/2006 tal como fue adoptado por el
Parlamento Europeo y el Consejo, ya
que entonces no se pudieron definir con

claridad sus condiciones de uso.

(5) Dado que se han aclarado estas

condiciones de uso, y teniendo en
cuenta un dictamen de la Autoridad
relativo al etiquetado de la ingesta de
referencia de acidos grasos omega-3

y omega-6, adoptado el 30 de junio de

2The EFSA Journal (2005) 253, pp.1-29.

(6)

2009 3, procede afadir a la lista las

declaraciones en cuestion.

En lo relativo a las declaraciones
«Fuente de &cidos grasos omega-3» y
«Alto contenido de 4&cidos grasos
omega-3», las condiciones de uso
deberian distinguir entre los dos tipos
de 4acidos grasos omega-3, que

desempefian  funciones fisiologicas
distintas y para los que se recomiendan
distintos niveles de consumo. Ademas,
esas condiciones de uso deberian
establecer una cantidad minima
requerida por 100 g y 100 kcal del
producto, a fin de garantizar que solo
los alimentos que proporcionan una
cantidad significativa de acidos grasos
omega-3, en sus cantidades de
consumo, puedan estar provistos de

estas declaraciones.

(7) Por lo que se refiere a las declaraciones

«Alto

monoinsaturadas», «Alto contenido de

contenido de grasas

grasas  polinsaturadas» 'y  «Alto
contenido de grasas insaturadas», las
condiciones de uso deberian establecer
el contenido minimo requerido de grasas
insaturadas en el alimento para, de esta
la cantidad

forma, garantizar que

3 The EFSA Journal (2009) 1.176, pp.1-11.
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declarada corresponda siempre a una HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:
cantidad significativa en un consumo que

se puede conseguir mediante una dieta Articulo 1

equilibrada. El anexo del Reglamento (CE) n°

1924/2006 queda modificado por el anexo

del presente Reglamento.
(8) Las medidas previstas en el presente

Reglamento se ajustan al dictamen del

Comité permanente de la cadena Articulo 2

alimentaria y de sanidad animal. El presente Reglamento entrara en vigor el
vigésimo dia siguiente al de su publicacién

en el Diario Oficial de la Union Europea.

El presente Reglamento sera obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en

cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 9 de febrero de 2010.
Por la Comision

El Presidente
José Manuel BARROSO
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ANEXO

En el anexo del Reglamento (CE) n 0 1924/2006 se afiade el texto siguiente:

«FUENTE DE ACIDOS GRASOS OMEGA-3

Solamente podra declararse que un alimento es fuente de acidos grasos omega-3 o
efectuarse cualquier otra declaracion que pueda tener el mismo significado para el
consumidor, si el producto contiene al menos 0,3 g de &cido alfa-linolénico por 100 g y por
100 kcal, o al menos 40 mg de la suma de A&cido eicosapentanoico y &cido

decosahexanoico por 100 g y por 100 kcal.

ALTO CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS OMEGA-3

Solamente podré declararse que un alimento tiene un alto contenido de &cidos grasos
omega-3 o efectuarse cualquier otra declaracién que pueda tener el mismo significado
para el consumidor, si el producto contiene al menos 0,6 g de &cido alfa-linolénico por 100
g y por 100 kcal, o al menos 80 mg de la suma de acido eicosapentanoico y acido

decosahexanoico por 100 g y por 100 kcal.

ALTO CONTENIDO DE GRASAS MONOINSATURADAS

Solamente podra declararse que un alimento tiene un alto contenido de grasas
monoinsaturadas o efectuarse cualquier otra declaracién que pueda tener el mismo
significado para el consumidor, si al menos un 45 % de los &cidos grasos presentes en el
producto proceden de grasas monoinsaturadas y las grasas monoinsaturadas aportan

més del 20 % del valor energético del producto.

ALTO CONTENIDO DE GRASAS POLIINSATURADAS

Solamente podra declararse que un alimento tiene un alto contenido de grasas
polinsaturadas o efectuarse cualquier otra declaracién que pueda tener el mismo

significado para el consumidor, si al menos un 45 % de los acidos grasos presentes en el
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producto proceden de grasas poliinsaturadas y las grasas poliinsaturadas aportan mas del

20 % del valor energético del producto.

ALTO COTENIDO DE GRASAS INSATURADAS

Solamente podra declararse que un alimento tiene un alto contenido de grasas
insaturadas o efectuarse cualquier otra declaracion que pueda tener el mismo significado
para el consumidor, si al menos un 70 % de los acidos grasos presentes en el producto
proceden de grasas insaturadas y las grasas insaturadas aportan mas del 20 % del valor
energético del producto.». ES L 37/18 Diario Oficial de la Unién Europea 10.2.2010
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ANEXO Il.- MANUAL MEDICION DEL DIAMETRO DE LOS
ADIPOCITOS

El software empleado en el analisis de imagen es el Image Pro Plus. Este programa
permite el trabajar con imagenes digitalizadas a partir de una camara de video (en este caso

conectada a un microscopio).

Procedimiento

Toma de imagenes:

1. Encender por este orden:
a. el ordenador
b. el microscopio
c. la camara (que debe estar acoplada al convertidor y éste al ocular superior del
microscopio).
2. Colocar la lente de 40 aumentos (4X).

3. Pinchar el icono del programa

Image-Pro Plus
5.1

4. Seleccionar el modo completo: “Complete”

5. Cerrar el recuadro titulado “Macro Player”
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6. Para llegar al cuadro de didlogo QImaging Digital Camera pinchar en el icono

gEIFIEEOL

Bkt

= 0 sequir

la ruta: Acquire — Video/Digital capture.

7. Pinchar en Preview para visualizar la imagen observada en el microscopio.

8. Una vez se encuentre la imagen deseada, se reajusta el enfoque y se congela la imagen

con Snap.

"TQImaging Digital Camera E]|§|E]

Setup ] ImagAcquire} \nteglalmnl Maclosl

Exposure Time Binning

| I— % Harz [1 E
Minutes: '97@
Seconds: ’U—E 2| Gain ’17@

MilliSec: |337 E

Presview Area

E Set Area 10,00 - (1000.1000)

Final preview resolution: 1001 = 1001

[~ workspace Preview

[~ Giay scale preview

Zoom; -|lol v Auto-tpply Changes

v Auto-tdiust for Binning

Start FIEV\EV\( Snap ) | Basic Dlalug‘ Cloge

9. Guardar la imagen con el icono o siguiendo la ruta File - Save As - Guardar (en la

carpeta que corresponda).

Procesado de imagenes:

1. Encender por este orden:
a. el ordenador
b. el microscopio
c. lacédmara

2. Colocar la lente de 40 aumentos (4X).
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o g B~ w

Pinchar el icono del programa.

Seleccionar el modo completo: “Complete”.

Cerrar el recuadro titulado “Macro Player”.

Calibrar: en las mismas condiciones que en la toma de imagenes, tomar una foto de un

porta excavado o camara de contaje con cuadricula de superficie conocida.

Al

Seguir la ruta: - Measure > Calibration - Spatial, se abrira el cuadro Spatial
Calibration. Seleccionar la ventana Name, elegir la opcion Spatial Cal 0 y cambiarla por
Adipocitos Cal 0.

En la ventana Unit seleccionar microns (micras).

En la ventana Pixels/unit, elegir la orden Image. Se abrira el cuadro Scaling y aparecera una
linea verde (en la parte superior izquierda de la imagen); al pinchar en sus extremos se
movera hasta la medida de referencia. Hacer el Zoom necesario para minimizar el error y

ajustar la linea con la medida de referencia. Se puede hacer Zoom y modificar la linea de

Cuando se haya ajustado la linea, escribir las unidades de la medida de referencia en el

manera simultdnea, para ello sélo hay que pinchar el icono

cuadro Scaling y aceptar pulsando OK.
Inmediatamente, aparecera el cuadro Spatial Calibration, donde para guardar la aplicacién,

hay que pulsar sobra apply y cerrar el cuadro de dialogo.

 Spatinl alrarien - 1 oo, ¥ |

Hasw 1T PrsbeCa O =l

= Lk dssenca colfamiona o

. G mioni i aselmeecs cil
Sictmw ol Zicofmd Cal 1
Ut feines =] Aok |
T i
[ Do vl ESra il il |

Premichand gt
P ust | e | F‘g—*—l
w RETHER B AT o]

P ]
v [T [bean | ‘ol It v langih pleence. Iﬂ
el | Pttt niyisitals Tsd e ares?
Arpazh Flala i E
fi E g (LT
i S e, | U e
=0 % =) |
[ el | —
dor |
—

Frowiwivion | 30 X006}
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7. Antes de empezar a trabajar con una imagen, se recomienda echar un vistazo a todas las

8.

9.

fotografias que correspondan al mismo grupo (por ejemplo, mismo animal y mismo depdsito)

y seleccionar el orden con el que sea mas comodo el trabajo.

Ty

Para ello, usar el icono =

0 seguir la ruta File = Open, localizar las imagenes,
seleccionarlas y abrirlas.

Convertir la imagen a la escala de gris con la orden: Edit > Convert to - Gray scale 8.

s s rdr

HOOG@Hw A8 i SEMBEZwE cHNGLE BEE

En Count/Size, elegir la opcion Manual y seleccionar Select Ranges

Seleccionar Measure = Count/Size o usar el icono

M Count / Size Cox

File Edit YView Measure Image
Delete
|
e
Options.

Intensity Rlange Selection

© futomatic Dk Okjects

V¥ Measurs Objects Tatal Count: 0
I¥ Apply Fiker Flanges In Range: 1)
™ Accumulate Count ¥ Display Objects

En el cuadro Segmentation se selecciona el nivel de escala de gris desplazando con el ratén
la linea (sefialada en la figura) hacia izquierda o derecha. Cuando se obtenga la escala de
gris adecuada, pinchar en New Mask y cerrar el cuadro Segmentation empleando el boton

Close.
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10. Calibrar la imagen con la escala guardada anteriormente (en el punto Calibracién), para lo
cual se sigue la ruta: Meansure - Calibration > Select Spatial; en el cuadro Active Spatial

Calibration elegir la opcién Adipocitos Cal 0.

También se puede pinchar en icono ot}

y seleccionar la opcion Adipocitos Cal 0.
Tras activar esta calibracion, aparecera en la barra de herramientas inferior el mensaje:

Image: adipocitos Cal 0.

| |
|Image: <nones [Pizels] Syster: <nones |:> [ Elmage: adipocitos Cal O [microns] System: <nones
5 L Lo 9~ M {540

11. En el cuadro Count/Size, seguir la ruta: Measure - Select Measurements. Por defecto, el
programa mide el Area, por lo que hay que eliminarlo (pinchando sobre él dos veces) y
elegir la opcién Diameter (mean), tomando como limite inferior (Start) 15 um y como superior
(End) 200 pm. Para finalizar, pinchar Ok.

Select Measurements b__<|
Measurements: Filter Ranges: Diarneter (mean)
Cluster PO Dizmneter [mean] 5 200
Count [adjusted] B “’)
Dendrites g“s
Drendritic length
Drenzity [blue)

Denzity [green] Average length of
Drensity [max] diameters meazured at
Denzity [mean) N 2 degree intervals and
Drenzity [min) paszing through |
Density [red] object's centroid.
Dengity [std.dev.]
Dgnsity [zum]
LliapreteT MER——
( Diarmeter [mean] )
Select Al | ml
Select None | Filter Objects |
EdTFange | C o)
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12. Para seleccionar de manera automatica los adipocitos a medir, seleccionar la opcion

Automatic Bright Objects y aceptar la orden con Count.

intitlsdd2s (L),

Balo #0ccavasa el m: cHAlulLe BEE

1 untitiedo24 (111).

(W H: 100110071 |

13. Cortar todos los adipocitos pegados entre si:
v De forma automatica: seleccionar Edit (en el cuadro Count/Size) = Watershed Split.
v De forma manual: seleccionar Edit (en el cuadro Count/Size) = Split Objetcs >
dibujar la linea de corte utilizando el botdn derecho del raton: pinchar en el inicio de la
linea 1 sola vez el boton derecho, desplazar el raton y al final de dicha linea volver a
pinchar el boton derecho. Cuando se hayan realizado todos los cortes (de manera
manual) hay que confirmar la orden pulsando el botén OK del cuadro Split Objects.

Normalmente esta opcidn es mas aconsejable.
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14. Eliminar aquellos objetos que sean adipocitos: pinchar sobre cada uno de los objetos con el

boton derecho del ratén y pulsar Count/Size - hide object.

EBK

@ NoSot € Sotlp © SotDown  On [Diar

¥ Locatethecbiest [ Scroltathe G Deete
| Options,

183
163.56081 Total Count: 3
13447278
13110141
183223756 ¥ Display Obicts

InRlange: 12

12356082
71783028
11351591
12360577

W/ H: 1001,1001

icio == P ANIPAL (i)

16. Antes de exportar los datos, es necesario crear (y guardar) una hoja de Excel con el nombre
de las muestras (por ejemplo el nombre del animal y del depdsito).

Los datos se exportan siguiendo la ruta: File - DDE To Excel.

17. Dibujar el contorno de todos aquellos adipocitos que no se hayan medido de manera

automatica, es decir manualmente. Para ello hay que pinchar el icono Q , dibujar un
adipocito, pulsar Count y, como ya se ha explicado anteriormente, obtener el diametro y

exportarlo a Excel.
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& Autometic Bright bjects

" Automatic Dark Objects

¥ Measure Objects Total Court
¥ ApplpFilter Ranges In Range:
I~ Accumulate Count ¥ Display Obiects

[WH: 145125

Transformacion de imagenes a formato FPG:

1. Es necesario crear una carpeta donde se vayan a guardar estos archivos.

2. Seguir la ruta: File - Batch Conversion...

Z:W Edit Acquire Sequence Ernhance Process Measure Macro  Window  Help

Mew. .. Chrl+h
Open... Crl+0

File Signature. ..

Send Mail...
Remate File Transfer »
Remate Conference »

Screen Capturs. .
Print Screen F&

Exit...

1 FATERMEROS| TERNEROS 03-10
2 FATERMERCS|TERNERGS 09-101
3 F:\TERMERGCS|TERNERCS 09-10
4 Fi\ TERNERCS| TERNEROS 09-101

Terneros (5MIT3 (6MIT3 (6M) SC4T3 (6) SC 2.t
Terneros (SMIT3 (EMT3 (6M) SCVT3 (6M) 5C 214
Terneros (SMI\T3 (EMITS (6M) SCVT3 (6M) SC 20,4
Terneros (SMIT3 (EMIT3 (6M) SCIT3 (68) 5C 19,4

3. Aparecera el cuadro de didlogo Batch File Conversion.
En la pestafia Source buscar la carpeta que contenga las imagenes deseadas. Seleccionar

la(s) imagen(es) (CUIDADOQ: si llevan signos en sus nombres, daré problemas)
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En la pestafa Destination buscar la carpeta de destino.
Comprobar que la pestafia File Format tiene la opcion JPEG (JPG,JPEG) y la pestafia
Compression la JPEG.

Pulsar Convert.

Batch File Conversion

Source

[d] | C:ACORDEROS 20094SACRIFICID 245C S2445C 52
M5C 52 14.4f 45C 52 2Hf 45C 52 7.HF
45C 52 15.4f 450523 450 52 BLhf
45C 52 16.4f 450 52 4.1 [45C 52 9.
M5C 52 17.4f 45C 52 5 [.]

45C 52 18.4f 45C 52 B.Hf

% | £
Destination

[[4] ~| D:ACORDERDS

[]

File Format: Compression:

[JFEG WPG.UPEG) =]  [IPEG ~|
Image Class:

True Color - Iv Prompt before avenwiting existing files
o | [ o |
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ANEXO .- METODOS DE TRABAJO

A.- HOMOGENEIZACION DE DEPOSITO GRASO PARA LA
DETERMINACION DE ENZIMAS

Procedimiento

AR NEENEEN

S N N N N NN

Desmenuzar con un bisturi un pedazo de grasa.

Pesar entre 0,7 y 0,8 gramos de la muestra.

Afadir 4 ml de tampén STEG'.

Homogeneizar la mezcla con el ULTRA-TURRAX durante 30 segundos a 24.000 rpm.
Repetir este paso dos veces mas.

Filtrar el producto resultante con filtro de red.

Centrifugar el filtrado a 6.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Filtrar con filtro de tela.

Centrifugar el producto a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C.

Filtrar a través de un filtro de papel Whatman (0,45 ym de poro) usando una jeringuilla.
Dividir el filtrado en tubos eppendorf de 1,5 ml.

Almacenar a — 80°C.

"Tampon STEG (pH=7,4):
- Sacarosa (0,30 M): 102,69 g/l
- Trizna base (30 mM): 3,63 g/l
- EDTA (1 mM): 0,37 g/l
- Glutation forma reducida 1 mM): 0,307 g/l
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B.- MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

B.1.- GLICEROL 3 FOSFATO DESHIDROGENASA (G3PDH)

El espectrofotometro mide el consumo de NADH.

Didroxiacetona  fosfato + NADH + H* O QY - Gliceraldehido3 — fosfato + NAD

Procedimiento

v’ Calentar el tampoén™a 37 °C y afiadir 275 yl a la cubeta.
v" Afiadir a la cubeta:
- 10 pl de NADH (0,215 mM)
- 5yl de muestra (en OVINO, diluir la muestra 1:10)
- 10 pl de Dihidroxiacetona fosfato (DHAP; 1,2 mM) (6 H20 desionizada en el caso
del control)
v’ Agitar la cubeta (invirtiéndola).

v" Medir la reaccion durante 3 minutos a 340 nm.

*Tampon (pH=7,5):
- Trietanolamina (100 mM): 13,34 g/|
-EDTA (3 mM): 1,12 g/l
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B.2.- SINTETASA DE ACIDOS GRASOS (FAS)

El espectrofotémetro mide el consumo de NADPH.

AcetilCoA + TMalonilCoA +14NADPH + H* O T -
— Ac.palmitico + 8CoASH +14NADP +7CO, + H,O

Procedimiento

Calentar el tampén” a 37 °C y afiadir 262 l a la cubeta.
Afiadir a la cubeta:

- 10 pl de Acetil CoA (0,05 mM)

- 10 pl de NADPH (0,15 mM)

- 8 pl de muestra

- 10 I de Malonil CoA (0,1 mM) (6 H20 desionizada en el caso del control)
Agitar la cubeta (invirtiéndola).

Medir la reaccion durante 3 minutos a 340 nm.

*Tampon (pH= 6,8):

- Fosfato potasico (100 mM): 22,82 g/l
-EDTA (1 mM): 0,3722 g/l
- Ditiotreitol (DTT; 1 mM): 0,154 g/l

96



Anexo lll

B.3.- NADP - ISOCITRATO DESHIDROGENASA (ICDH)

El espectrofotémetro mide la produccion de NADPH.

Isocitrato + NADP* O . a - Cetoglutarato + NADPH + H*

Procedimiento

Calentar el tampdn™ a 37 °C y afiadirlo 250 pl a la cubeta.
Afadir a la cubeta:

- 25 pl de Cloruro de manganeso (30 mM)

- 50 pl de EDTA (3,4 mM)

- 5 pl de NADP (15 mM)

- 10 pl de muestra

- 5 pl de Isocitrato (15 mM) (6 H20 desionizada en el caso del control)
Agitar la cubeta (invirtiéndola).

Medir la reaccion durante 3 minutos a 340 nm.

*Tampon (pH=7,4):

- TRIS (50 mM): 6,04 g/l
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B.4.- GLUCOSA 6 FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PDH)

El espectrofotémetro mide el consumo de NADPH.

Glucosa 6 - fosfato + NADP* O Tt - 6 — Fosfogluconato + NADPH + H*

Procedimiento

v" Calentar el tampon” a 37 °C y afiadir 274 yl a la cubeta.
v' Afiadir a la cubeta:
- 10 pl de NADP (0,2 mM)
- 6 pl de muestra
- 10 pl de Glucosa 6 fosfato (G6P; 0,2 mM) (6 H20 desionizada en el caso del
control)
v' Agitar la cubeta (invirtiéndola).

v" Medir la reaccion durante 3 minutos a 340 nm.

*Tampon (pH=7,6):
- Glicilglicina (0,1 M): 13,210 g/l
- Cloruro magnésico (10 mM): 2,022 g/|
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