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Resumen

La region de Murcia se ha caracterizado por ser eminentemente agraria,
donde la fabricacion del queso de cabra ocupa una posicion muy importante en la
economia regional. EI Queso de Murcia al Vino es, sin duda, uno de los
principales quesos de cabra elaborados en Espafia, ademéas esta Region en los
ultimos afios ha apostado por el desarrollo de nuevas variedades de quesos
(mediante el empleo de nuevas formas de presentacion de los cuajos animales o el
uso de coagulantes vegetales) o de sistemas de control en linea.

De otra parte, el uso de los subproductos agroindustriales en la
alimentacion animal se ensayado con éxito como una estrategia para reducir los
costes de alimentacion en rumiantes y también para favorecer el reciclado de los
subproductos derivados de la industria, cuyo coste de eliminacion es muy elevado.
En Espafia la extraccion de aceites esenciales de plantas aromaéticas genera
subproductos que en general estan infrautilizados, pero son objeto de
investigacion de numerosos cientificos debido a su alto contenido en compuestos
polifenolicos. La inclusion de estos subproductos en dietas de cabras y de ovejas,
proporciona resultados de interés en los productos derivados (carne y leche)
debido a la trasmision de compuestos fendlicos de la dieta a los mismos, y que
constituye una herramienta que satisface a las necesidades de los consumidores,

que cada vez requieren de la industria alimentos més saludables y seguros.

El objetivo de esta memoria de Tesis Doctoral es determinar el efecto de la
inclusion de plantas aromaticas o sus subproductos en la alimentacion de cabras
de la raza Murciano-Granadina en las caracteristicas de leche y Queso de Murcia
al Vino elaborados. Como objetivo preliminar, fue necesario determinar los
parametros que determinan la calidad de estos quesos (parametros fisicoquimicos,
protedlisis y lipolisis) en base al tiempo de maduracién y establecimiento
elaborador. Los resultados obtenidos para este objetivo determinan que el
establecimiento elaborador afecta significativamente a todos los parametros
fisicoquimicos estudiados, excepto el contenido proteico, nitrogeno soluble y la
concentracion de Cso, Cis0 Y Cigo. Sin embargo, los diferentes niveles de
maduracion influyeron de forma significativa en el contenido de materia seca, y

WSN, PTASN y los aminodcidos libres, excepto la serina.



Resumen

Una vez establecidos los parametros de variacion del Queso de Murcia al
Vino se estudio la influencia en la leche de la incorporacion de subproductos de
romero en la dieta de cabras M-G, observandose una disminucion en el tiempo de
coagulacién, extracto seco y contenido de lactosa asi como en la concentracion de
Ciwo Y Cig, sin embargo aumento el porcentaje de Ci7, Cig:2 y &cidos grasos
poliinsaturados después de suplementar a los animales con 20% de subproducto
de romero. Mientras que la suplementacion con el 10% de este subproducto
disminuyo el porcentaje de C14 y aumenté el contenido de Cyg, y el contenido de
acidos grasos poliinsaturados en la leche. En Queso de Murcia al Vino elaborado
con esta leche no se observan diferencias significativas en el rendimiento quesero,
el recuento microbioldgico y parametros sensoriales, con la excepcion del olor en
el queso elaborado con leche procedente de animales que habian recibido el 10%

de suplementacion.

La sustitucion del 7,5% de la dieta basal de cabra por hojas de tomillo sin
destilar modifico significativamente la composicién fisicoquimica de leche de
cabra (incremento en la grasa, proteina, materia seca y el contenido de PUFA),
mientras que el tiempo de coagulacion de la leche de cabra disminuyo por la
introduccion en la dieta de un 20% de hojas de tomillo destilado, lo que aumentd
su aptitud tecnoldgica. El recuento microbioldgico, el andlisis sensorial y el perfil
de textura de los quesos no mostraron diferencias con la introduccion de hojas de
tomillo destiladas. La introduccién de hojas del tomillo destilado y sin destilar en
la dieta de cabras disminuido el grado de oxidacion de la grasa del queso debido a
la transferencia de compuestos fenolicos de la dieta a la leche y al queso.

Si comparamos los resultados obtenidos tras la suplementacion de la dieta
con subproductos de la destilacion de tomillo y el romero, observamos que existen
diferencias significativas en el contenido de extracto seco, proteina y lactosa,
mientras que no influye en los valores de materia grasa, recuento de células
somaticas y el punto crioscépico de la leche. En el Queso de Murcia al Vino no se
determinan diferencias significativas para los parametros fisicogquimicos y
microbiologicos estudiados, sin embargo los resultados del analisis sensorial
determinan que el queso mejor valorado era aquel que se obtiene de la

suplementacion de la dieta de cabras con el subproducto del tomillo.



Summary

The province of Murcia is characterized by being largely agrarian, where the
manufacture of goat cheese has a very important position in the overall economy
of the province. In the last years, many studies have been carried out to develop
new cheese varieties or improve cheese quality (new animal or vegetable

coagulants, control of cheese syneresis by optical sensors ...).

The use of agricultural by-products in animal feed was successfully tested as a
strategy to reduce feed costs and also to attempt the need to recycle waste
materials which is costly to remove. In Spain the extraction of essential oils from
aromatic plants generates high quantity of byproducts that are generally wasted.
These residues are of interest to researchers due to their content of polyphenolic
compounds, which can be included on the goats and sheep diets with relevant
results. Researchers have confirmed a transmission of those phenolic compounds
to milk or meat products. Thus, manufacturers can improve products quality and
so attempt to consumers demands of healthier and safety products.

Based on these results, the first aim of this Thesis was to assess the effect of
byproducts introduction in Murciano-Granadina goat’s diet on the characteristics
of goat milk and Murcia al Vino cheese, including the effect on cheese’s
proteolysis and lipolysis during ripening. The results shown a significant effect in
water activity (aw), pH, dry matter and fat content, water soluble nitrogen fractions
(WSN), trichloroacetic acid (12% w / v) (TCASN ) and phosphotungstic acid (5%
w /v) (PTASN) and also affect the content of free amino acids and free fatty acid
content, with the exception of Cso, Cis0 and Cig, While different periods of
maturation significantly affected dry matter content, and WSN, PTASN and all
free amino acids to the amino acid except serine. The inclusion of rosemary
byproducts in the diet of goats at two percentages (10% and 20%) shows that a
supplementation with 20% significantly reduces the clotting time, dry matter and
the lactose content of the milk, decreased the content of C10 and Ci4, and
increased the percentage of Ci7, Cig., fatty acids. Supplementation with 10%
rosemary byproduct decreased the percentage of Cy4 and increased Cig» and the
content of polyunsaturated fatty acids. No significant differences were found in
the protein content, pH and aw of cheeses for 20% rosemary supplementation



Summary

byproducts. No significant differences were observed in cheese vyield,
microbiological counts and sensory parameters, except for the smell between the

control and the cheese made from the milk supplemented with a 10%.

The second aim was to feed goats with distilled thyme leaves and study its
(Thymus zygis subsp gracilis) on the physico-chemical composition,
technological properties of pasteurized goat milk and physical chemistry, and the
phenolic content, oxidative stability, microbiology, sensory profile and texture of
Murcia al Vino goat cheese. The physical and chemical composition of goat milk
was significantly affected by the replacement of 7.5% of the basal diet with goat
undistilled thyme leaves (increase in fat, protein, dry matter and the PUFA
content) while the milk clotting time increased significantly with the introduction
of 20% distilled thyme leaves, reducing their technological aptitude. Cheese’s
microbiological count, sensory analysis and texture profile were not affected by
the introduction of distilled thyme leaves. The introduction of undistilled thyme
leaves in goat's diet may lead to an inhibition of lipid oxidation due to the

transmission of diet’s phenolic compounds into cheese.

The third aim of this Thesis was to evaluate the effect of feeding goats with both
supplement types [byproducts of thyme (Thymus zygis sub gracilis) and rosemary
(Rosmarinus officinalis spp)] in the physical and chemical composition (dry
matter content fat and lactose), freezing point, the somatic cells of pasteurized
goat's milk, and the physical and chemical composition, microbiological and
sensory analysis of Murcia al Vino cheese. There were found significant
differences in milk’s dry matter, protein and lactose content, while there were no
significant differences in fat, and somatic cell count freezing point. Not significant
differences were found in cheese’s physical-chemical and microbiological

parameters.
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Porque es cierto que junto a la dificultad hay facilidad (5) Si, junto a
la dificultad hay facilidad (6) Asi pues, cuando hayas acabado,

esfuérzate por mas (7) y a tu Sefior anhela (8).

El sagrado Coran, Surat 94: Ayat 5-8
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Introduccion

La cabra ha sido el primer animal domestico explotado por el hombre,
desde 10000 afios AC en las montafias de Irdn, permitiendo asi el
aprovechamiento de recursos naturales que, de otra forma, se habrian
infrautilizado en amplias zonas de la geografia mundial. La gestion y
aprovechamiento de los productos derivados de estos animales han solucionado
las necesidades primarias de la poblacidn por su aportacién de leche y carne en
muchos paises en vias desarrollo. EI ganado caprino es capaz de alimentarse s6lo
con forrajes y se adapta facilmente a los medios resticos donde no pueden
explotarse el ganado ovino y bovino (Vacas Fernandez, 2003; Boyazoglu et al.,
2005; Silanikove et al., 2010).

En los ultimos afios los productores de cabras han desarrollado una amplia
gama de productos con excelente calidad nutricional vinculada a los sistemas
naturales y sostenibles. En los Gltimos afios el censo mundial caprino sigue
creciendo y llegd en el afio 2010 segin las estadisticas de la FAO (2012) a
909.691.096 cabezas (Tabla 1) donde la mayor parte se concentra en Asia,
ocupando la tercera posicion la Union Europea. En Espafia el nimero de cabezas
caprinas alcanzé en 2010 segln la misma fuente 2.933.800 cabezas.
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Introduccion

Tabla 1. Namero de cabras de ganado caprino a nivel mundial

Paises 2008 2009 2010
Europa 17893793 16491604 17068156
América 37507527 37469485 37443509
Africa 298317609 302810911 310890553
Asia 520470985 536390728 539365487
Océano 3618341 4905439 4923391
Todo el mundo 877808255 898068167 909691096
Espafia 2959300 2264900 2933800
Espafia/ mundo (%) 0.33% 0,25% 0,32%
Espafia/Europa (%) 16,53% 13,73% 17,18%
Region de Murcia 190762 132256 113061

Fuente: FAO, 2012

La mayor parte de la produccion caprina en Espafia se orienta hacia la
produccidn de leche, especialmente en tres regiones: Andalucia, las Islas Canarias
y Castilla La Mancha, donde se concentran el 71,1% de las cabras lecheras del
pais (Martinez et al., 2011). Por otro lado, los productores de carne estan
distribuidos a lo largo de la zona central del pais. De acuerdo con el Ministerio de
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino hay una gran diversidad de ecosistemas
en Espafia asi como las diferentes razas de cabra (22 razas autdctonas en 2009)
siendo las razas méas importantes: la Murciano-Granadina, Florida, Papaya,

Malaguefia, Guadarrama, Verata y Canaria.

La Region de Murcia destaca por la explotacion de la raza Murciano-
Granadina (M-G) especialmente por su elevada produccion lactea anual y por la
excelente aptitud tecnoldgica de su leche para la produccion de diferentes

variedades de queso (Lopez et al., 1999).
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Introduccion

Esta raza se caracteriza por su alta especializacion para la produccion de
leche y la gran capacidad de adaptacion a los diversos climas y temperaturas,
incluso aquellos mas desfavorables con clima continental y elevada aridez, y
también los diferentes sistemas de explotacion (pastoreo y estabulacion). Esta raza
siempre ha ocupado un puesto destacado dentro de la ganaderia caprina Espafiola
(Vacas Fernandez, 2003).

Esta cabra se localiza en el sureste de la peninsula, gracias a la excelencia
y la calidad de sus producciones (carne de cabrito, productos lacteos y los cueros

caprinos) que determina una gran demanda en el mercado.

Tradicionalmente, los sistemas de produccion caprina estuvieron centrados
en la fabricacién de queso en sus granjas. Sin embargo, estos sistemas han
evolucionado como consecuencia de cambios sociales y legislativos, otra razén de
este cambio fue la implementacion de estrictas normas de salud que dificultd la
produccién del queso en escalas pequefias y su comercializacion, por lo tanto, la
mayoria de los agricultores opté por vender la leche cruda entera a las fabricas

especializadas en transformacion de leche (Martinez et al., 2011).

La produccion mundial de leche de cabra se ha incrementado en los
ultimos afos, especialmente en los paises desarrollados (Tabla 2).

Segun los registros disponibles de la FAO (2012) en 2008, 2009 y 2010
Espafia ocupaba la séptima posicion Mundial (Figura 1), después de Francia en
relacién a la produccion de leche de cabra fresca. En general, los ganaderos
caprinos de la UE estan mas especializados en la produccion de leche los de
paises en desarrollo, especialmente en Francia, Grecia y Espafia, donde la
produccion anual de leche de cabra es 583, 511, y 423 millones L,
respectivamente, que representa el 83% de la leche de cabra producida en la UE
(Martinez et al., 2011).

13
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Tabla 2. Produccién de leche de cabra (Tn)

Paises 2008 2009 2010
Europa 2484589 2525212 2614104
América 565676 564678 588748
Africa 3693071 3787010 4095536
Asia 9423495 9577037 10075880
Océano 42 43 42
Todo el mundo 16166873 16453980 17374310
Espafia 491000 515000 602000
Espafia/ mundo (%) 3,04% 3,13% 3,46%
Espafia/Europa (%) 19,76% 20,39% 23,03%
Region de Murcia 3028,95 2701,91 2644,86
Fuente: FAO, 2012
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Figura 1. Clasificacion mundial de la produccion de leche de cabra durante 2008-2010

Fuente: FAO, 2012
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Introduccion

De los paises Europeos, sélo Francia y Espafia han aumentado su
produccion en los ultimos 10 afios (23,5% y 15,8%, respectivamente), debido a la
alta productividad de sus cabras (Boyazoglu et al., 2005), y en Espafia en
particular, debido a las mejoras en la gestion agricola y la tecnologia (Martinez et
al., 2011).

Este aumento de la produccion de leche derivo a un incremento en la
produccién de quesos para el aprovechamiento de dicha materia prima. De
acuerdo con los datos publicados por la FAO (2012), en el afio 2008, la
produccion de queso de cabra en Espafia fue de 41500 toneladas, aumentando a
43000 en 2010. Ademas, segin Sanchez-Villegas et al. (2003), desde 1990, el
consumo de queso en Esparia se ha elevado en mas de 500 g por persona por afio.
Dichos autores también afirman que de este incremento se han beneficiado
principalmente los quesos de oveja y de cabra, en especial los semicurados y

curados.

Ademas de este aumento debido a la incorporacion de nuevos mercados y
usos para la leche de cabra se persiguen también, el empleo de la leche de cabra
como base para alimentos medicinales e infantiles. Con el creciente interés en los
productos lacteos de cabra en todo el mundo, es imperativo que la calidad y la
seguridad de la leche de cabra se optimiza para asegurar la confianza del

consumidor (Silanikove et al., 2010).

Es importante, destacar los nuevos habitos alimentarios para el consumo
de queso en Japon, que asociado a los incrementos demograficos de los paises del
Oriente Medio han producido una mayor demanda al queso. Asi, las
importaciones de queso a Kuwait, Irdn, Arabia saudi y Egipto se han
incrementado muy rapidamente durante los ultimos 20 afios, debido a que, por las

condiciones climaticas, la produccion de leche y por tanto de queso, es baja.

Leche de cabra y sus productos derivados son fuentes importantes de la
nutricion y el bienestar econémico de la humanidad en muchas partes del mundo.
La produccién de leche de cabra es muy importante en los paises en desarrollo.

Ademas, los productos lacteos de cabra tales como leche fluida, quesos y yogur

15



Introduccion

también se valoran los paises desarrollados debido a la vinculacion de la leche de
cabra con valores nutricionales y terapéuticas muy importantes para la nutricion
humana y la salud (Haenlein, 2004, Silanikove et al., 2010; Sanz Sampelayo et
al., 2007).

En comparacion con leche de vaca o humana, la leche de cabra posee unas
propiedades biolégicamente interesantes, tales como alta digestibilidad,
alcalinidad, alta capacidad tampon, asi como ciertos valores terapéuticos en la
medicina y la nutricién humana (Park et al., 2007). Las ventajas nutricionales de
la leche de cabra sobre la leche de vaca no provienen de las diferencias en sus
proteinas o minerales, sino de los lipidos, méas especificamente los acidos grasos
(Haenlein, 2004), que hacen que la grasa sea mas susceptible a la lipdlisis y por
lo tanto al desarrollo de aromas tipicos, asociados con la presencia de &cidos
grasos volatiles en los quesos (Partidario, 1999). La grasa de leche de cabra es
rica en acidos grasos de cadena media y corta (Ca:0-C120), Siendo su digestion més
rapida que de vaca, debido a que las lipasas actian mas facilmente sobre las
uniones éster de estos acidos grasos que los de cadena larga (Partidario, 1999).
Los &cidos caprico y caprilico tienen un gran interés desde el punto de vista
terapéutico, debido a su aplicacion en determinadas enfermedades metabdlicas
tales como: sindrome de mala absorcion, hiperlipoproteinemia, mal nutricién

infantil, etc. (Sanz Sampelayo et al., 2007).

En comparacién a la leche de vaca, la leche de cabra presenta mayor
digestibilidad que la de vaca debido a ciertos aspectos relativos a la grasa,
principalmente al menor tamafio de los glébulos grasos de la leche de cabra que
proporciona una emulsién fina y méas uniforme en relacion con la de vaca segun al
publicado por Park et al. (2007); Jandal (1996) y Sanz Sampelayo et al. (2007).

La leche de cabra tiene un nivel mas alto (de 6 de los 10) de aminoacidos
esenciales: treonina, isoleucina, lisina, cistina, valina y tirosina, que la leche de
vaca (Haenlein, 2004). La alergia alimentaria méas frecuente, especialmente en los
nifios, es la debida al consumo de leche de vaca (Skripak et al., 2007). De acuerdo

con los mismos autores, la alergenicidad de la leche de vaca se relaciona con
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niveles elevados de IgE, siendo las CNs y la B-lactoglobulina las méas alérgenas.
La B-lactoglobulina es la proteina del suero mayoritaria en la leche de vaca y no
se encuentra en la leche humana, siendo la principal responsable en los estados
alérgicos generados por la leche de vaca (Park, 1994). Los sintomas normalmente
se desarrollan entre la segunda y cuarta semanas de edad, y casi siempre dentro
los primeros seis meses de vida (Bidat et al., 2003). La sintomatologia clinica que
desarrollan estos pacientes incluye: rinitis, diarrea, vomitos, asma, anafilaxis,
urticaria, eczemas, catarro, migrafas, colitis y dolores epigastricos. La leche de
cabra en estos casos es una alternativa valida para asegurar un aporte proteico y
mineral libre de riesgos (Taitz y Armitage, 1984) a pesar que algunas proteinas de
la leche de cabra tienen inmuno reactividad cruzada con las de la leche de vaca de

acuerdo con lo publicado por Park (1994).

En ensayos clinicos franceses con los nifios alérgicos a la leche de vaca, el
93% de los nifios tratados con leche de cabra ha producido resultados positivos, y
se recomendo el empleo de la leche de cabra en la nutricion infantil, debido a su
hipoalergenicidad y mejor digestibilidad en comparacion con la leche de vaca
(Haenlin, 2004).

La mayoria de los seres humanos sufren una pérdida gradual de la enzima
intestinal lactasa a partir de la infancia y por tanto su capacidad para digerir
lactosa en el intestino (Skripak et al., 2007) y niveles inferiores de lactasa
intestinal, pueden asociarse con intolerancia a la leche (Sanz Sampelayo et al.,
2003). Como resultado de la ingestion de leche de vaca, aquellos individuos que
exhiben intolerancia a la lactosa desarrollan inflamacion abdominal con dolores y
diarreas. Esta sintomatologia a menudo, se confunde con sintomas comunes que
estan asociados a la alergia originada por el consumo de leche de vaca. La mayor
tolerancia a la lactosa en personas consumidoras de leche de cabra parece estar
asociada a una mejor digestibilidad de esta leche frente a la de vaca segun

argumentan Sanz Sampelayo et al. (2003).

Finalmente, uno de los factores mas decisivos en el crecimiento de la
produccion y consumo de leche de cabra y sus elaborados en todo el mundo, es la

imagen saludable creciente que perciben los consumidores a la hora de elegir este
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tipo de alimento (Guo et al., 1998). Sin embargo, la leche de cabra en Espafia
como en paises desarrollados se destina casi la totalidad a la produccion de queso
(Martinez et al., 2011).

Segun la Orden de 29 de Noviembre de 1985, por la que se aprueban las
normas de calidad para quesos y quesos fundidos destinados al mercado interior
(BOE N° 292, 1985) se define el queso como “el producto blando, semiduro, duro
y extra duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la
proporcion entre las proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la
leche, obtenido mediante coagulacion total o parcial de la proteina de la leche,
leche desnatada/descremada, leche parcialmente desnatada/descremada, nata
(crema), nata de suero o leche de mantequilla/manteca, o de cualquier
combinacion de estos materiales, por accion del cuajo u otros coagulantes idoneos
y por escurrimiento parcial del suero que se desprende como consecuencia de
dicha coagulacion, respetando el principio de que la elaboracién del queso resulta
en una concentracion de proteina lactea (especialmente la porcion de caseina) y
qgue consecuentemente, el contenido de proteina del queso debera ser
evidentemente mas alto que el nivel de proteina de la mezcla de los materiales

lacteos ya mencionados en base a la cual se elaboré el queso”.

Un gran numero de variedades de quesos de leche de cabra se producen en
todo el mundo, en funcion de las diferentes tecnologias queseras propias de cada
lugar, y la composicion de cada leche (Park, 2001). Martinez et al. (2011)
describe que hay mas de 800 variedades de queso de leche de cabra o de mezcla.
La produccién mundial de queso de cabra sigue ha ido incrementando y alcanzo
en 2010 492.726 toneladas y en Espafia en el mismo afio la produccion fue de
43000 toneladas (Tabla 3).
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Tabla 3. Produccion de queso de cabra en toneladas

Paises 2008 2009 2010
Europa 198369 197575 197657
Ameérica 21152 20477 23980
Africa 143075 144068 147021
Asia 107824 112298 26565
Océano - - -
Todo el Mundo 477620 481247 492726
Espafia 41500 43000 43000
Espafia/ mundo (%) 8,69 8,69 8,73
Espafia/Europa (%) 20,92 20,92 21,75
Regidon de Murcia 388,08 345,47 335,24

Fuente: FAO, 2012

En Espafia hay méas de 35 quesos de la leche de cabra (mezcla o solo cabra)

y 6 de ellos llevan la Denominacion de Origen Protegida (Tabla 4).

19



Introduccion

Tabla 4. Quesos de cabra de D.O.P elaborados en Espafia en 2011

Queso Region Leche La raza caprina Tipo de Maduracion
utilizada coagulacion

Camerano La rioja Cabra Serrana o - Fresco y Curado

P.D.O montesa

Ibores Extremadura Cabra Verata,Serrana, - Curado

P.D.O Retinta

Majorero Islas de Cabra Majorera - Fresco y curado

P.D.O canarias

Murcia Murcia Cabra Murciano- Enzimatica  Frescoy curado

P.D.O Granadina

Murcia al Murcia Cabra Murciano- Enzimatica Semicurado

Vino P.D.O Granadina

Palmero Islas de Cabra Palmera Enzimatica  Fresco y curado

P.D.O Canarias

Fuente: Martinez et al., 2011

A mediados del siglo XIX, la explotacion del ganado caprino supuso una
fuente importante de beneficios para los campesinos murcianos debido al uso y
aprovechamiento de la cabra en aquella época: leche, carne, piel y estiércol,
localizandose preferentemente en las montafias de Caravaca (para la produccion
de carne) y en los valles del Guadalentin y alto Segura (para la produccion de
leche). Mientras que a finales de dicho siglo y a medida que aumentaba la
poblacidn, se inicia un proceso de especializacion lechera de la cabra, que tiene su
mayor amplitud en torno a las principales ciudades de la region: en las huertas de
Murcia y Lorca, en el campo de Cartagena y en la comarca vitivinicola del
Altiplano. Finalmente en las primeras décadas del siglo XX, el crecimiento
demogréafico y de renta provocd en Espafia un aumento del consumo de leche,
abastecido por la vaca en el norte y por la cabra en el sur (Consejo Regulador de

los Quesos de Murcia y Murcia al Vino, 2007).
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En la Region de Murcia, existen dos quesos de cabra bajo la
Denominacién de Origen Protegida: “Queso de Murcia” y “Queso de Murcia al
Vino”. Una Denominacion de Origen Protegida es una figura de proteccion
comunitaria que se aplica a los productos agricolas y alimentarios (ICEX, 2004) y
que diferencia al producto por el origen de la materia prima utilizada para su
fabricacion, por el método de elaboracion empleado, las caracteristicas exclusivas

0 especificas, etc.

El paso inicial en la fabricacion de la mayoria de los quesos es la
coagulacion de la caseina, inducida mediante la accion combinada de enzimas
proteoliticas y fermentos lacticos. Este proceso se divide fundamentalmente en
dos fases: la fase primaria 0 enzimaética y la fase secundaria o de agregacion,
aunque algunos autores incluyen como una tercera fase la sinéresis o expulsion de

lactosuero, asi como la conformacion estructural de la red proteica.

El Queso de Murcia al Vino (QMV) se define como un queso graso, de
pasta prensada, lavada y no cocida, elaborado a partir de leche de cabra de la raza
Murciano-Granadina (M-G), que se comercializa a partir de los 45 dias después de
su elaboracion y de 30 dias en las piezas pequefias. Su corteza es lisa, sin
grabados, muy ligera y esta lavada con vino tinto de doble pasta, que le confiere
un color granate-rojizo caracteristico, su sabor es agradablemente &cido, poco
salado y su aroma suave. El Consejo Regulador de los Quesos de Murcia al Vino
determina un contenido de extracto seco (ES) minimo de 55% y un contenido
graso minimo de 45% sobre el ES, las proteinas un minimo del 32% sobre el ES,
con un pH minimo de 5 a partir de la salida de la salmuera, el QMV se ha
convertido en el segundo queso méas exportado de Espafia, siendo Estados Unidos
es el principal pais importador de este queso (181.063 kg, 61.32%) en el afio 2010
(Consejo Regulador de los D.O.P de Quesos de Murcia y Murcia al Vino, 2010).
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Objetivo

El objetivo de la presente tesis es valorar el efecto de la suplementacion de la
alimentacion de cabras Murciano-Granadina con sub-productos del romero y
tomillo en la calidad de la leche y Queso de Murcia al Vino, asi como la
influencia de la maduracion y el establecimiento elaborador en el mismo. Para la
consecucion de este objetivo es necesario alcanzar los siguientes objetivos

segundarios:

1. Influencia de la maduracion en el perfil fisico-quimico, proteolitico y
lipolitico del Queso de Murcia al Vino. Influencia del establecimiento

elaborador.

2. Estudio del efecto de la suplementacion de la dieta de cabras M-G con
hojas de romero destiladas en la calidad fisicoquimica y tecnoldgica de
la leche asi como en los parametros fisico-quimicos y propiedades

sensoriales del Queso de Murcia al Vino elaborado.

3. Estudio del efecto de la suplementacién de la dieta de cabras M-G con
hojas de tomillo destiladas o sin destilar en la calidad fisicoquimica y
tecnoldgica de la leche asi como los parametros fisico-quimicos, perfil
de textura y propiedades sensoriales del Queso de Murcia al Vino

elaborado.
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I11. 1. Aprovechamiento de los subproductos de la industria agro-alimentaria

en la alimentacion animal

La nutricion animal tiene un papel determinante en la calidad de los productos
derivados, al mismo tiempo que los costes de la alimentacién ejercen un efecto marcado
(la alimentacion en el ganadero lacteo representa entre el 50 al 90% del coste total de la
leche producida en la Union Europea) en la tasa total de la produccion (Morand-Fehr et
al., 2007; Abbeddou et al., 2011). La alimentacion de rumiantes en régimen de
produccion intensiva o semi-intensiva se caracteriza por su dependencia de una mezcla
de cereales y alimentos proteicos, materias primas que pueden competir con el consumo
humano, donde el aumento de los precios de estos cereales afecta negativamente a la
produccion del ganado. La mayoria de los agricultores, particularmente los ubicados en
zonas marginales o rurales, no pueden subsistir con estos elevados costos, para hacer
frente a este problema, es necesario la adopcidn de nuevas estrategias cuyo objetivo sea
la introduccion a los sistemas de produccion, de nuevas materias primas para obtener
dietas mas econdémicas (Boucqué y Fiems, 1988; Vasta et al., 2008; Abbedou et al.,
2011).

Por otro lado la industria de produccion y procesamiento de alimentos es la
actividad mas importante de la industria europea, alcanzando un 16% (segin las
estadisticas de la FAO, 2012) de la facturacién total, con un valor que supera los

956.200 millones de euros. En la actualidad cuenta con 274.000 empresas en la UE-27.
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La industria alimentaria espafiola ocupa el quinto puesto y representa el 48,7% del total
de la produccion del pais (Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente,
MAGRAMA, 2012). Estas industrias se caracterizan por la variedad de materias primas
y productos finales que elaboran, asi como por la capacidad para generar diferentes
subproductos o residuos de naturaleza organica y biodegradables, que a veces pueden
alcanzar un porcentaje del 86% del peso de la materia prima recibida. La Tabla 5 recoge
los subproductos o residuos de algunas de las principales materia primas utilizadas en

alimentacion animal.

Tabla 5. Porcentaje de residuos o subproductos de la industria alimentaria

Materias primas Minimo (%) Maximo (%)
Azlcar (cafia) 86 86
Queso 80 90
Patata 80 80
Pescado ahumado 50 75
Crustéceos 50 60
Trigo 50 50
Maiz 41 43
Aceites vegetales 40 70
Conservas de pescado 30 65
Zumo de frutas y vegetales 20 60
Moluscos 20 50
Vino blanco 20 30
Vino tinto 20 30
Conservas de frutas vy 5 30
vegetales

Yogur 2 6

Fuente: Ben Salem y Nefzaoui, 2003; Fava et al., 2013

Estos subproductos, necesitan un tratamiento especifico para su eliminacion, que

obliga a las empresas a la adopcién de estrategias medioambientales encaminadas a la
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regeneracion, reciclaje o valoracion de los residuos o subproductos, siendo uno de los
sistemas de aprovechamiento su inclusion en alimentacion animal. La Union Europea
estima que mas de 85 millones de toneladas de estos subproductos se destinan a la
alimentacion animal, cumpliendo la legislacion que regula la produccion de piensos y la
alimentacion animal. De estos, 60 millones de toneladas se destinan para la fabricacion
de piensos y 25 millones se utilizan directamente para la alimentacién animal
(MAGRAMA, 2012).

Esta estrategia segun Grasser et al. (1995) tiene muchas ventajas, ya que
constituye una fuente mas econdémica de nutrientes para la alimentacion animal, debido
a la capacidad que tienen los rumiantes para digerir elaborados ricos en fibra. Por otra
parte, de este modo se alivia la dependencia de los ganaderos de los cereales y elimina
la necesidad de costosos programas de gestion de residuos, mientras que la venta de los
subproductos también puede generar ingresos adicionales a los productores. Por lo
tanto, es interesante centrar los recursos alimentarios en la busqueda de materias primas
alternativas a los granos, tales como subproductos de las industrias alimentarias (Vasta
et al., 2008; Jaramillo et al., 2010).

La composicion quimica y el valor energético de los subproductos de la industria
alimentaria dependen de cada materia prima procesada. En la Tabla 6 se detalla la
composicion quimica y los valores energéticos de algunos subproductos usados en la

alimentacion animal.
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Tabla 6. Composicién quimica de algunos subproductos usados en alimentacion animal

Materias primas Ratio de Materia Proteina Fibra Calcio Fosforo Energia Proteina
subproducto/ seca (9.kg™) (9.kg™) (9.kg™h) (9.kg™h) metabolizable  digestible
producto (g.kg™h (Mcal.kg™) (%)
Pulpas de naranja - 880 85 100 7,1 11 10,6 -
Semilla de algodén - 930 249 180 15 7.3 - -
Pulpas de citricos 0,40-0,60 155 67 148 12,6 1,1 3,11 611
Malta - 913 260 169 4,6 1,9 2,66 705
Orujo de uvas 0,06-0,94 422 109 325 4,7 2,4 1,08 0
Melazas - 761 56 0 75 0,5 2,46 25
Tarta de olivas 0,37-0,63 876 66 412 5,6 0,9 1,23 0
Tarta de olivas 0,29-0,71 834 82 407 79 0,9 - -
(extraccién con
solventes)
Residuos de sésamo 1,00-2,00 920 457 63 21,1 12,9 3,28 90
Pulpa de remolacha 0,25-0,75 889 98 206 13,0 1,0 2,73 54
azucarera
Pulpas de tomate 0,07-0,93 270 189 423 4,0 55 1,85 75

32



Antecedentes

Tabla 6. (Continuacion)

Materias primas Ratio de Materia Proteina Fibra Calcio Fosforo Energia Proteina
subproducto/ seca (9.kg™) (9.kg™) (9.kg™h) (9.kg™h) metabolizable digestible
producto (9.kg™h (Mcal kg™) (%)
Residuos de datiles de - 876 32 - - - - -
palma
Paja de trigo - 877 167 118 1,7 10,4 2,43 72
Paja para piensos - 864 160 66 1,2 7,4 3,19 82
Harina de pescado - 90-93 40-70 - 2,5-8,5 1,8-4 2,7-3,7 -
Tarta de mani - 93 52 - - - 3,2 -
Cascara de arroz - 92 3,3 - 0,1 0,08 0,1 -
Cana de azucar - 15 7,6 - - - 2,27 -
Tubérculos o raices - 12-23 9-12 - 0,2-0,4 0,2-0,4 3,1-33 -

Fuente: Mirzaei-Aghsaghali y Maheri-Sis, 2008; Ben Salem y Nefzaoui, 2003
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Algunos subproductos, por lo general, tienen un alto valor energético o
elevado contenido proteico, por lo que pueden constituir alternativas competitivas
a las fuentes de energia o proteina mas tradicionales empleadas en la alimentacion
animal (Westendorf, 2000). Durante los ultimos afios, el estudio del valor
nutritivo de los subproductos o residuos agro-industriales ha sido unos de los
principales campos de investigacion en la nutricion de rumiantes, particularmente
en los paises tropicales. Referencias bibliograficas consultadas demuestran que los
residuos agro-industriales pueden reemplazar alimentos concentrados en las dietas
de animales, sin afectar a las caracteristicas del producto final (leche, queso,
yogur, carne y productos carnicos) con mejores resultados economicos (Morand
Fehr, 2005; Fava et al., 2013).

Los subproductos se pueden clasificar en base de su valor nutricional
(Drskov, 1980), a la humedad y el contenido de materia organica fermentable

(Preston, 1981) o su origen (Boucqué y Fiems, 1988).
[11. 1. 1. Subproductos de origen vegetal

El procesamiento de frutas y cereales ha aumentado considerablemente
durante los Gltimos 25 afos, derivado de los estudios epidemioldgicos que han
asociado el aumento del consumo de frutas, fibras y cereales en la dieta con una
disminucion de la mortalidad, del cancer o enfermedades cardiovasculares (Fava
et al., 2013). Este aumento de la produccion genera grandes volumenes de
residuos y subproductos (entre 20 y 60%, p/p de la fruta y cereales procesada),
con altos costes de eliminacion. Los subproductos y residuos del procesamiento
de frutas, verduras y cereales son tipicamente ricos en proteinas, azlcares, lipidos
ademéas de compuestos fenodlicos, por lo tanto son fuentes importantes de
nutrientes (Vasta et al., 2008).

La produccién mundial de citricos alcanz6 casi 90 millones de toneladas
en la campafa 2011-12. Brasil sigue siendo el principal productor de citricos con
20 millones de toneladas, principalmente naranjas, seguido por Estados Unidos,
con cerca de 11 millones toneladas, siendo la zona del Mediterraneo la tercera
productora del mundo, con 10 millones de toneladas. Alrededor de un tercio de la
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produccion mundial de citricos se destina al procesamiento (alrededor de 27
millones de toneladas en la campafia 2011-12) y mas del 80% se destina a la
produccién de zumos, por lo que los residuos derivados de su procesado estan
constituidos principalmente por cascaras, que son casi la cuarta parte de toda la
masa de frutas, semillas y pulpas de fruta restante después de la extraccion del
zumo Yy aceites esenciales, que corresponde aproximadamente al 50-60% de la
masa original procesada. La eliminacion de estos residuos esta convirtiéndose en

un problema importante para muchas industrias del ramo (FAQO, 2012).

En los ultimos afios, el uso de los subproductos de citricos en la
alimentacion animal se aplicé como una estrategia para reducir los costes de
alimentacion y también para hacer frente al reciclado de materiales de desecho,
con coste de eliminacion elevado (Bampidis y Robinson, 2006). Estos autores
sefialan que los subproductos de citricos son generalmente bien aceptados por la
mayoria de los rumiantes y no modifica la digestibilidad en el rumen, ademas de

ser altamente biodegradables.

Las semillas, pulpas y céascaras de frutas que quedan como residuos
después de la extraccién de zumos y aceites esenciales, se han utilizado durante
mucho tiempo en la alimentacion animal. Las formas de su inclusion en la dieta
de animales son varias, como la pulpa fresca de citricos, ensilaje de citricos, pulpa
de citricos deshidratada, harina de citricos y melaza de citricos. Sin embargo, las
cascaras posen una gran variedad de compuestos bioactivos que podrian ser
considerados como fuentes potenciales de componentes con un valor afiadido a las
dietas (Bath et al., 1980; Grasser et al., 1995; Fava et al., 2013).

Las fibras de citricos se consideran como de mayor calidad que los de
cereales debido a su mejor equilibrio en el contenido de fibra dietética soluble e
insoluble y otra ventaja adicional de estas fibras es su contenido en compuestos
bioactivos (flavonoides y vitamina C) con propiedades antioxidantes, que pueden
ejercer un rol importante en la salud del animal. El potencial antioxidante del
limén es el méas elevado de las frutas citricas, siendo su fibra es la mas adecuada

para la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Gorinstein et al., 2001).
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La pulpa de citricos fresca se caracteriza por su alto contenido en agua
(842 g.kg), contenido de azicar (487+85 g.kg™ MS) y pectinas (195+54 g.kg™
MS) asi como por su facilidad de degradacion en el rumen (Piquer et al., 2009).
Su inclusion en la alimentacion de ovejas fue realizada por Todaro et al. (2004)
que incluyen residuos de liméon humedecidos en la dieta de ovejas de la raza Valle
del Belice. Las ovejas suplementadas aumentaron su rendimiento lechero (0,89
kg.dia™ frente a 0,72 kg.dia™) y aunque se observé una diminucién del contenido
proteico de leche (52,6 g.L™ frente a 55,7 g.L™), no se modificé el contenido de
grasa de la misma. Jaramillo et al. (2009) estudiaron la influencia de la inclusion
de subproductos de citricos a la dieta de ovejas, sobre las caracteristicas de leche y
los cambios bioquimicos durante la maduracién de los quesos elaborados. Para la
realizacion de este estudio se planteo la sustitucion de diferentes porcentajes de
cebada y pulpas de remolacha por subproductos de citricos. Los autores
determinaron que los parametros de coagulacion de la leche y el rendimiento
guesero no se modifican con esta suplementacion. No obstante, se observaron
diferencias estadisticamente significativas a los 60 dias en el contenido de solidos
totales en quesos procedente de leche de cabras cuya dieta que incluia un 30% de
subproductos de citricos. La proteolisis de los quesos elaborados, determinados en
base al contenido de aminodcidos libres no se modifica con la suplementacion.
Por otro lado, si se observa un incremento en el contenido de acidos grasos libres
de cadena media y larga. Como conclusion, los autores confirman que la inclusion
de subproductos de citricos a la dieta de ovejas lactantes hasta niveles del 30% no
afecta negativamente las propiedades de la leche ni a las caracteristicas

bioquimicas y sensoriales de los quesos.

A pesar del uso frecuente de los subproductos de citricos frescos, su
manipulacion siempre es complicada (dificultad de transporte, alto contenido de
agua y vida util corta), por lo que es necesario desarrollar estrategias encaminadas
a reducir el contenido de agua en los residuos asi como facilitar su inclusién en la
mezcla de raciones en la dieta de animales. En uno de los trabajos realizados en
este sentido, Fegeros et al. en 1995 investigaron la inclusion de pulpas de citricos

secas con una concentracion aproximadamente de 110 g.kg™ de materia seca en la
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dieta, como substitucion de harina de soja en ovejas lecheras, no influyendo su
inclusion en el rendimiento lechero ni la concentracion de grasa, proteina y lactosa
de la leche, pero si se observaron modificaciones en el perfil de acidos grasos
totales. Belibasakis y Tsirgogianni (1996) reemplazan granos y ensilaje de maiz de
las dietas de vacas lecheras con 20 y 30% de pulpas de citricos secas, concluyendo
que la suplementacion de la dieta de vacas con pulpas de citricos no afecta el
rendimiento, el contenido de proteinas, lactosa y solidos totales de leche, mientras
que el contenido graso se incrementa. Otros investigadores, Rojas-Bourrillon et al.
(2001), estudiaron el efecto de la sustitucion del maiz de la dieta de vacas lecheras
con pulpas de citricos secas a diferentes porcentajes, determinandose un
incremento significativo de la grasa, con una concentracion de pulpa del 30% asi

como un aumento de solidos totales y proteinas.

Con el objetivo de mejorar el valor nutricional y la degradabilidad de los
subproductos de citricos Volanis et al. (2004) estudian el empleo de subproductos
de naranjas en un ensilaje de citricos y su utilizacion en la dieta de ovejas
sustituyendo el maiz (concentracion de 400 g.kg™ de materia seca de la dieta). Asi
demostraron que la inclusion del ensilado de naranjas disminuye el rendimiento
lechero y la concentracion de proteina pero incrementa la concentracion de grasa

en la leche.

Los residuos de la industria citrica, actualmente son ampliamente
utilizados en alimentacion animal, ya sea freso 0 seco, de las referencias
consultadas sobre su aplicacion en alimentacion de rumiantes se concluye que el
uso de estos subproductos constituye una estrategia que minimiza la
contaminacion medioambiental al mismo tiempo que disminuira el coste de la
alimentacion del ganado, los subproductos de citricos frescos se consumen
facilmente por el ganado lechero, pero tienen problemas de transporte,
almacenamiento y manipulacion. En efecto, la pulpa de citricos frescos es
generalmente transportada sélo a distancias cortas debido a su alto contenido de
humedad y los elevados costes de transporte, por lo que debe ser utilizada
rapidamente por su alto contenido de azUcares que favorecen la fermentacion

secundaria y/o crecimiento de moho. Ademas, su naturaleza himeda y pegajosa
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dificulta su almacenamiento en cobertizos, depositos o silos. Otro inconveniente
del uso de los subproductos de citricos en la nutricion animal es el desequilibrio
en el contenido en Ca:P, que puede provocar una mayor incidencia de fiebre
lactea en vacas lecheras en o poco después del parto. Algunos informes han
indicado que la alimentacion con altas cantidades de pulpa de citricos pueden
aumentar el riesgo de la acidosis lactica en vacas lecheras. Las diferencias en el
contenido de fibras neutras entre los cereales y subproductos de citricos pueden
provocar cambios relevantes en las caracteristicas de la degradacion ruminal. De
hecho, se han realizado numerosos estudios con objeto de determinar el efecto de
la degradacién de los carbohidratos en dieta que incluye subproductos de citricos,
ya que estos subproductos tienen un gran impacto en la funcion del rumen y la
productividad de los animales (Ben-Ghedalia et al., 1989; Ariza et al., 2001;
Guedes y Dias da Silva, 2005; Villarreal et al., 2006; Piquer et al., 2009).

La descomposicion no controlada de los residuos de origen agro-industrial
da lugar a la contaminaciobn medioambiental provocando problemas
potencialmente graves. La industria de extraccion de aceite de oliva produce una
variedad de productos secundarios, que se han estudiado como ingrediente de
piensos de rumiantes (Cannas y Dattilo, 1991). La torta de oliva se caracteriza por
su alta concentracion de agua residual (25-30%) y un elevado porcentaje de fibra
cruda (27-41%) con predominio de lignina, ademas de importante porcentaje de
aceite, que alcanza un 18-25% en la torta cruda, representando un suplemento
energético valido e interesante por su alto nivel de &cido oleico para la
alimentacion humana por sus efectos beneficiosos sobre el colesterol sanguineo y
otras evidencias relacionadas con la salud humana (Chiofalo et al., 2004).
Ademas, y teniendo en cuenta las caracteristicas de los acidos grasos vegetales, la
administracion de subproductos del aceite de oliva en la dieta de los rumiantes es
importante para limitar los efectos negativos sobre la fermentacion ruminal
(Devendra y Lewis, 1974; Hansen y Cheong, 2007), estudios realizados por
Yafez-Ruiz et al. (2004), indican que el ganado caprino puede estar mejor
adaptado, desde el punto de vista digestivo, al uso de dietas que incluyen orujos

de aceituna.
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La presencia de estos subproductos en la dieta de animales fue revisada
por varios investigadores como Giozelgiannis et al. (1978) que no determinaron
diferencias significativas en la ganancia de peso ni en la calidad de la carne de la
canal entre corderos alimentados con una dieta control y otros con dieta sustituida
por 0,15-0,25 kg del orujo bruto de olivas. Ademés Al-Jassim et al. (1997) que
utilizaron orujo tratado con urea (50 g de urea.kg™ materia seca) como alternativa
a la cebada (200 g.kg™) en dietas de corderos de engorde no obtuvieron ninguna
diferencia en la ganancia de peso vivo. Hadjipanayiotou (1999) demostré la
ventaja practica de utilizar ensilado de orujo bruto en dietas para ovejas Chios,
cabras Damasco Yy vacas Frisona. En las tres especies, la sustitucion parcial de la
fibra convencional (heno y paja de cebada) por ensilado de orujo no afecté a la
produccién de leche. Chiofalo et al. (2004) estudiaron el efecto de la
administracion de la torta de olivas en combinacion con vitamina E en la dieta de
ovejas sobre el rendimiento y la composicion de leche. La administracion de la
torta de olivas con la vitamina E aumenta significativamente la produccion de
leche con una diminucién del contenido proteico y de caseinas de la leche,
concluyeron ademas que el tiempo de coagulacion y las células somaticas
disminuyen significativamente en leches suplementadas. En relacion con los
acidos grasos totales saturados el contenido mas elevado se determina en la leche
control y los monoinsaturados y poliinsaturados fueron similares en los diferentes
grupos. Los resultados obtenidos por estos autores demuestran la posibilidad de
administrar torta de olivas en la alimentacion de ovejas, ya que mejora la
composicion quimica y las propiedades de coagulacion de la leche, ademés
mejorar las caracteristicas dietético-nutricionales justificadas por el incremento de
la proporcion de &cidos grasos insaturados/saturados y la disminucion de la
aterogénicidad y de los indices trombogénicos. Lo anteriormente mencionado
proporciona soluciones a los ganaderos debido a la influencia positiva en la
produccién de leche sin afectar la composicién quimica y las propiedades de

coagulacién de la leche.

Otros subproductos de la industria de extraccion de aceite de oliva son las

hojas que representan un porcentaje del 5% del peso de las aceitunas recogidas.
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Su inclusion en la dieta de animales todavia es limitada, Fegeros et al. (1995)
compararon el efecto de la inclusion de hoja de olivo tratada con amoniaco como
alternativa al empleo de heno de alfalfa y no determinaron diferencias en el
rendimiento lechero, aunque se observo un aumento de las concentraciones del
acido oleico y linoleico de leches suplementadas en comparacién con la leche del
grupo control. La digestibilidad de las hojas de olivo es baja, se reduce con la
desecacion y se mejora con algunos tratamientos tales como el tratamiento con

amoniaco o con polietilenglicol (Yafiez-Ruiz y Molina-Alcaide, 2008).

Otra forma de aprovechar los residuos de la industria de extraccion de
aceite de oliva, segun describen Aguilera et al. (1991) es la utilizacion de melazas
de olivas para sustituir una parte de la harina de girasol y grano de cebada, en la
dieta de ovejas al final del embarazo y lactancia. Las leches resultantes de ambos
grupos fueron similares, mientras que el rendimiento en canal fue més alto para

los corderos de engorde alimentados con estos subproductos del olivar.

Otros derivados de la industria de extraccion de aceites que pueden ser
utilizados como fuentes de nutrientes y, para reemplazar los granos en las dietas
de muchos animales es el caso de las semillas de lino. Nudda et al. (2006)
estudiaron el efecto de la administracion del pastel de semilla de lino como
suplemento en la dieta de cabras para valorar el efecto en las concentraciones de
acido linoleico conjugado (CLA) y acido vaccénico (AV) en la grasa de leche. El
disefio experimental de este trabajo se efectla empleando treinta cabras lecheras
divididas en tres grupos. El porcentaje de grasa y el rendimiento de leche no se
modifico en las dietas suplementadas, pero la composicion de &cidos grasos se
modifico significativamente en aquellos leches procedentes de animales
suplementados con torta de semillas del lino. La inclusion de estas tortas en la
dieta no alteré la concentracion de acidos grasos de Cg: a C12:0, pero si modifico
de forma significativa las concentraciones del Ci4.0 Y C16:0 CON una disminucion de
sus concentraciones en la grasa de leche procedentes de cabras suplementadas con
una alta concentracién de la torta del lino y se acompafia un incremento en las
concentraciones del acido vaccenico y cis-9, trans-11 CLA y Cig3 n.3. EsStos

autores confirman la posibilidad de la administracion de subproductos de semillas
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de lino en la dieta de cabras para reducir la concentracion de &cidos grasos
saturados responsables de enfermedades cardiovasculares y aumentar el contenido
de &cidos grasos insaturados, con efecto beneficio para la salud. Jozwik et al.
(2010) demostraron modificaciones en el perfil de acidos grasos en leche de cabra,
cuando aplican la suplementacion a la dieta de los animales con torta de semillas
de lino, se incrementa significativamente el contenido MUFA (&cidos grasos de
cadena mediana), disminuyendo el contenido de SFA (&cidos grasos de cadena
corta) en la grasa de leche. Ademas el contenido de CLA en dicha grasa se
incrementa hasta diez veces en relacion con el control, acompafiado con una
diminucion de los acidos grasos saturados (Ci2-Cy6) hasta dos veces. Mughetti et
al. (2012), incluyen tortas de semilla de lino en la dieta de ovejas para evaluar su
efecto en las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y nutricionales del queso
Pecorino, determinando que dicha suplementacion afecta a la composicion
fisicoquimica del queso obtenido y al perfil de acidos grasos (se observa que los
quesos procedentes de leche suplementada contienen un alto porcentaje de acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados y un nivel bajo de acidos grasos
saturados en comparacion con el queso control). El perfil sensorial de los quesos
obtenidos con tortas de semillas de lino alcanz6 mejores puntuaciones para el

sabor y la textura.

Los subproductos de la industria de procesado de la soja, pueden utilizarse
en la dieta de animales (Ipharraguerre y Clark, 2003). Los granos se separan en
carne y cascara (Rhee, 2000), siendo las cascaras altamente digestivas segun
Titgemeyer (2000). Cavani et al. (1990), utilizaron cascarilla de soja para sustituir
un concentrado rico en almidén en dieta de ovejas y determinaron que el
rendimiento lechero y la concentracion de grasa en la leche aumentan y disminuye
el contenido de proteina en comparacién con la leche control. Esta misma
tendencia, aumento del rendimiento lechero y la concentracion de grasa y
disminucion del contenido proteico en la leche, se observa cuando los granos de
maiz y trigo se reemplazan por cascarilla de soja y pulpa de remolacha en las
dietas de ovejas lactantes (Cannas et al., 1998). En 2004 Nudda et al. demostraron

que la sustitucion de maiz y harina de cebada por subproductos de soja disminuye
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el contenido de C4-Cy, aumentando el contenido de acidos esteérico y oleico en la
leche de oveja. En el mismo ensayo, la leche obtenida procedente de ovejas
alimentadas con subproductos de soja contienen cantidades inferiores de isomeros
trans Cyg.1, trans 10 y trans 11 cis 9 de CLA.

La vasta poblacion de cabras y ovejas y las condiciones climaticas
agresivas en las aéreas aridas de los paises mediterraneos pueden minimizar los
alimentos para rumiantes, lo que permite la entrada de alimentos alternativos
locales. Espafia es bien conocida como uno de los lideres europeos en la industria
alimentaria, produciendo muchos residuos o subproductos de la transformacion de
materias primas. Romero-Huelva et al. (2012) investigan el aprovechamiento de
los residuos de la industria agraria, y determinan los efectos de la sustitucion de
35% de cereales con residuos de tomate o de pepino en la dieta de cabras
Murciano-Granadinas. En este trabajo, los autores demostraron que el valor de la
energia metabolizable no es afectado por la sustitucion de los cereales de la dieta.
La grasa de leche de cabras alimentadas con dietas que incluyen tomate y pepino
contienen mayor concentracion de acido linoleico, linolénico en relacion con las
cabras alimentadas con dieta control. Estos investigadores, argumentan que los
subproductos de tomate y pepino podrian reemplazar los cereales de la dieta de
cabras lecheras hasta un 35% que reduciendo los costes de la produccion animal,
y mejorando la calidad nutricional de la grasa de leche. Jaramillo et al. (2010)
estudian el efecto de la adicion de ensilaje de alcachofa en la dieta de ovejas con
diferentes porcentajes (de O hasta 30%) para valorar las caracteristicas
bioquimicas del queso semi-curado durante la maduracion. Los resultados
obtenidos demostraron que, ni la produccién ni la composicién de leche se
modifica por la inclusion de subproductos de alcachofa, sin embargo un aumento
en los dosis de subproductos afectan positivamente la firmeza del queso y

pardmetros sensoriales.

Otro ejemplo de la inclusién de subproductos locales en la alimentacion de
animales, se encuentra lo publicado por Modaresi et al. (2011) que estudian los
efectos del suministro de pasta de semilla de granada en el rendimiento,

composicion y perfil de acidos grasos de leche de cabra. Las dietas de cabras
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fueron suplementadas incluyendo 0, 6 y 12% de subproductos de semillas de
granada durante un periodo de 45 dias. Las dietas se formularon como
isonitrogenadas e isocaloricas. La suplementacion con los subproductos de
granada no afectdé el rendimiento, contenido proteico y sélidos totales y se
determina un aumento de la concentracion de grasa en leches de cabras
suplementadas con 6 y 12% de este subproducto. En este estudio la alimentacion
con subproductos de semillas de granada modifico el perfil de acidos grasos de
leche, incluyendo un incremento en las concentraciones de CLA y acido

vacceénico.

Otros investigadores han intentado aprovechar los subproductos ricos en
almidon en la dieta de animales como fuente alternativa a los granos de cereales,
como el caso de la yuca (Manihot esculenta) que se caracteriza principalmente por
su raiz rica en almidén. EI heno de hojas de yuca es un producto derivado de la
cosecha de la raiz de yuca que contiene 24g.kg™ de taninos. Estos subproductos,
se utilizan en diferentes concentraciones como una sustitucion de cantidades
equivalentes de paja de arroz tratada con urea en la dieta de cabras lactantes. Se
determiné que el rendimiento, concentracion de grasa y proteinas de leche
aumentan en leches procedentes de animales suplementados (Dung et al., 2005).
Estos autores concluyen que el heno de hojas de yuca tiene mejor calidad
nutricional que la paja de arroz, mientras Mouro et al. (2002) encontraron que la
sustitucion parcial 6 total de harina de maiz con subproductos de yuca en dietas de
cabras lactantes no causo variaciones en el rendimiento, contenido proteico, urea y

el contenido de grasa de la leche producida.

La melaza de azUcar es otro subproducto usado en la alimentacion animal.
Se trata de un derivado de la industria azucarera, caracterizado por su riqueza en
azucares y fibras que tienen un rol muy importante en la alimentacion de animales
con bajos coste. En este sentido, Broderick y Radloff (2004) intentan de mejorar
la produccidn de leche en vacas con la adicion de melazas de azucar, en 48 vacas
lecheras de la raza Holstein, los resultados obtenidos para la produccion, proteinas

de leche, concentracion de la grasa lechera no fueron diferentes
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significativamente. Ademas Murphy et al. (1999) publican que las melazas de
azucar pueden incorporarse en la alimentacion de animales con cantidades
limitadas (menos del 10% de la dieta), determinando en vacas Holstein y Friesian,
un aumento lineal significativo en el rendimiento y concentracion de proteina y
caseina de leche a medida que se incrementa el nivel de melaza en la dieta. Sin
embargo el rendimiento de grasa de leche no se modifica significativamente en

este estudio.
I11. 1. 2. Subproductos de origen animal

Los subproductos de la industria de la conserva de productos del mar son
una fuente rica de proteinas y acidos grasos insaturados como CLA omega 3 y 6.
La harina de pescado es un subproducto de la elaboracion de conservas de
pescados, cuyos desechos representan una fuente de proteina de alta calidad y una
grasa rica en &cidos grasos s, s Y CLA y otros acidos grasos esenciales. La
proteina de la harina de pescado tiene una alta proporcion de aminoacidos
esenciales en una forma altamente digerible, particularmente (Abu-Ghazaleh et
al., 2001; Avramis et al., 2003; Twibell et al., 2012).

En los rumiantes, la harina de pescado aporta proteina dietética y grasa que
puede provocar un menor cambio en el rumen a diferencia de otras materias
primas. La incorporacion de harina de pescado en la dieta de rumiantes debe
realizarse a partir de un correcto balance de las fracciones degradables y no
degradables de la proteina y en funcién del requerimiento de los animales. Su
inclusion en la dieta de vacas lecheras se caracteriza en general por una mayor
produccién de leche (con un incremento promedio de 1 a 2 litros por dia),
incrementan ademas su contenido en proteina (generalmente 0,1 a 0,2%) Yy una

disminucion de la grasa de la leche (Dirandeh et al., 2013).

La inclusién de este subproducto en la alimentacidn animal fue investigado
por numerosos autores. Abu-Ghazaleh et al. (2002) estudian el afecto de la
adicion de la harina de pescado en la dieta de vacas lecheras y sus efectos en las
propiedades de la leche y en el contenido de CLA y acido vaccenico (AV) en la
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grasa de leche producida. Los resultados publicados en este trabajo confirman una
disminucion de los porcentajes de la grasa y proteina y un incremento en las
concentraciones de cis-9, trans-11 CLA en la grasa de leche y un incremento muy
significativo del acido vaccénico (AV) en comparacion con la leche control. Estos
autores comentan que la administracion harina de pescado a la dieta de vacas tiene
un efecto positivo en la composicion de acidos grasos (CLA y AV). Otros autores
como Avramis et al. (2003) en leche y queso de vacas demostraron una
disminucion del contenido de grasa de leche. Sensorialmente, la leche obtenida no
muestra diferencias en porcentaje de color y olor y no exhibe un sabor oxidado. El
queso Cheddar obtenido por la suplementacidn después de 6 meses de maduracion
manifiesta un olor caracteristico del queso Cheddar mas intenso y una textura mas

suave Y lisa que del queso control.

Otro subproducto de origen animal que puede valorarse para su inclusion
en la dieta de animales es el suero procedente de la fabricacion del queso.
Contiene una elevada variedad de nutrientes de alta calidad tales como; albimina,
lactosa, vitaminas y minerales. Este producto genera grandes inconvenientes para
su eliminacion en las queserias, debido a su contenido de agua (94%). La
administracion de suero de queseria en la dieta de rumiantes fue investigado entre
otros por Pinchasov et al. (1982) que evaluaron el efecto de su empleo en la dieta
de vacas lecheras. Las vacas suplementadas con suero incrementan el volumen
producido significativamente en relacién con los animales control. También se
incrementan el contenido en sélidos totales y grasa mientras que la proteina no
varia. De forma contraria a lo sefialado por estos autores, Schingoethe et al.
(1983) no determinaron variaciones significativas en el volumen producido y
contenido proteico mientras que la grasa disminuye en relacion con el lote control.
En el caso de cabras, Rapetti et al. (1995) estudid el efecto de la inclusion del
lactosuero en la dieta de cabras lecheras para evaluar la composicion
fisicoquimica, células somaticas y el tiempo de coagulacion de la leche obtenida,
determinando que el rendimiento y el contenido de materia grasa de la leche se
incrementa en la leche obtenida de cabras suplementadas con el suero lacteo

aunque se observa una disminucion en el tiempo de coagulacion de la misma.
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Ben Salem y Smith (2008), publican que el procesado de alimentos genera
grandes cantidades de subproductos, pero solo algunos de ellos se integraron con
éxito en la alimentacion de ganado. Ademas, los problemas derivados de su
manejo y de su reducida vida Util podria ser otra razon para limitar el uso de estos
subproductos. Las tortas de oliva, tomate, pulpa de remolacha, hollejo de citrico y
orujo de uva son ricos en humedad (500 a 850 g en cada kg de subproducto).
Otros autores, han intentado tratar los subproductos con productos quimicos para
mejorar su valor nutritivo como por ejemplo: mejorar los orujos, mediante
tratamiento con urea y tratamientos con hidréxido de sodio (Sansoucy et al.,
1985); tratamiento de subproductos de la uva con glicol polietileno para
desactivar taninos. Petit et al. (2002), Alipour y Rouzbehan (2007), investigan la
suplementacion de la dieta de vacas con subproductos de semillas de lino tratados
con formaldehido, sin efecto en las caracteristicas de la leche. También Bernard et
al. (2005), estudiaron la alimentacion de cabras de la raza Alpina con una dieta
suplementada con semilla de lino tratada con formaldehido a diferentes
concentraciones, determinando una disminucion en el rendimiento lechero en las
cabras suplementadas, mientras que el contenido de materia grasa de leche no se
vio afectado, esta suplementacion afecta de manera significativa al perfil de
acidos grasos, se determina una disminucién de 23% de la produccién de los
acidos grasos Cig y Cyi7 en comparacion con el control y un aumento en las
concentraciones de los &cidos grasos cis-9 Cigq Y cis-9, trans-11 Cig, Y el
contenido de Cig:3. Aunque estos tratamientos son eficientes para mejorar el valor
nutritivo de algunos subproductos, su adopcion por los agricultores continla
siendo limitada debido a los elevados costes, disponibilidad o riesgo de
manipulacion de productos quimicos. Por otra parte, algunos agricultores
encuentran problemas de intoxicacion entre sus animales alimentados con
subproductos tratados con urea (Ben Salem y Smith, 2008). Recientemente nuevas
tecnologias en la fabricacién de piensos, pueden ofrecer soluciones rentables para
la integracion de subproductos en suplementos para rumiantes; como por ejemplo
el caso de la formacion de pellets de piensos con subproductos de la destilacion de
plantas aromaticas con paja de cereales (Nieto et al., 2010, 2011 y 2012; Jordan et
al., 2010).
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I11.2. Influencia de suplementacion de la dieta animal en la calidad de

la leche y queso

La leche de rumiantes y sus elaborados son un alimento completo de la
dieta humana desde la antigiiedad, hoy en dia la leche es un producto que se
consume como parte de una dieta sana y equilibrada (Michaelidou, 2008). La
calidad de la leche de rumiantes depende de nimeros factores tales como; especie,
raza del animal, periodo o numero de lactacion y el tipo de alimentacion
suministrada (L6pez et al., 1999; Pulina et al., 2006).

La alimentacion animal es uno de los factores determinantes en la
produccion y composicién de la leche de rumiantes. Varios factores nutricionales
afectan la concentracion de grasa y el rendimiento lechero, por ejemplo en ovejas,
los mas importantes son el balance energético, la ingesta y la fuente de fibra
dietética, carbohidratos no fibrosos, tamarfio de las particulas de los alimentos, asi
como la cantidad y composicion de acidos grasos de los suplementos grasos en la
dieta. El contenido de grasa de la leche se relaciona negativamente con el balance
de energia, mientras que el contenido de proteina se correlaciona positivamente
con la misma. Una alimentacion con alto contenido energético, generalmente
disminuye el contenido de grasa en leche e incrementa ligeramente el porcentaje
de proteina. Por lo tanto el empleo de concentrados para aumentar el nivel de
energia en la dieta, genera un descenso en el contenido de grasa y incrementa el
contenido proteico de la leche, ya que produce un cambio de direccion del flujo de
energia orientado hacia la formacion de grasa corporal (Bocquier y Caja, 2001;
Pulina et al., 2006).

Los dos principales sistemas de alimentacién en el ganado de pequefios
rumiantes son el pastoreo y los sistemas intensivos. En los ganados ovino y
caprino, los sistemas del pastoreo pueden variar segun las condiciones
agroclimaticas, en paises del norte de Europea, las ovejas y cabras se dejan en
pastoreo después del inicio del crecimiento de la vegetacion, mientras que en los
paises del sur de Europa, los animales estan en pastoreo dependiendo de la

disposicion de la vegetacion, donde la vegetacion es pobre en épocas de sequedad
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0 en zonas &ridas. El aumento de la duracién del pastoreo diario de las ovejas de 4
a 7 h, cuando no hay otras fuentes de forrajes disponibles, puede inducir a un
aumento en el contenido de grasa, proteina y el rendimiento lechero. La calidad de
pastos depende de la biomasa disponible en las zonas del pastoreo, asi que la
leche de cabras o de ovejas demostré una amplia variabilidad en la composicién
de &cidos grasos segun la composicion de dichos pastos (Morand-Fehr et al.,
2007). Chilliard et al. (2007) en su revision confirma que los pastos disminuyen el
contenido de los &cidos grasos saturados y aumenta los &cidos grasos
(poliinsatuirados y CLA) en leches de vaca y de cabra, en comparacion con las
dietas basadas en ensilado de maiz y concentrados. Algunos estudios demostraron
que las dietas basadas en el empleo de forrajes naturales, mejoran las propiedades
nutricionales y sensoriales de los productos lacteos obtenidos al mismo tiempo
que mejoran la imagen de la grasa lactea frente al consumidor (Grappin y Coulon,
1996; Chilliard et al., 2007). Las modificaciones de las propiedades sensoriales de
los quesos en base al tipo de forraje utilizado en alimentacién animal son
reconocidas tanto por los agricultores como por los fabricantes de queso. Los
efectos del tipo de forraje como ensilado de maiz, heno, ensilado de hierba, pastos
son bien conocidos (Martin et al., 2005), el uso de heno produce quesos con
colores amarillos, menos firme, mas cremosos y elasticos (Agabriel et al., 2004;
Coulon et al., 2004; Martin et al., 2005).

Coppa et al. en 2011 comparan los perfiles de acidos grasos de leche y la
textura y apariencia del queso Cantal obtenidos de vacas que han pastado en
pastos con diferente composicion (diversificado de 74 especies) frente a un grupo
control alimentado con una dieta basada en heno. Dichos autores determinan un
incremento en el porcentaje de acidos grasos saturados en la leche control y un
aumento de los acidos grasos mono y poli-insaturados en leche procedente de
animales en pastoreo. Los quesos control son mas firmes, menos cremosos, menos
elasticos, y menos amarillos que los derivados de animales en pastoreo, ademas de
exhibir olores mas intensos segln el analisis sensorial realizado. Carpino et al.
(2004) estudian también el efecto de la alimentacion de vacas lecheras con dos
dietas (dieta constituida por el total de mezcla de raciones (TMR) y otra con una
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mezcla de raciones y pastos de plantas nativas locales, determinando que los
quesos producidos con leche de vacas alimentadas con plantas nativas son méas
ricos en olores intensos (estér, aldehido y componentes terpenoides) que aquellos
alimentadas solo con TMR. Los mismos investigadores demuestran que las
plantas nativas contienen un elevado nivel de acetato geranilo y de jasmonato de

metilo en el campo donde pastorean las vacas del estudio.

A pesar de los buenos resultados nutricionales y sensoriales de los quesos
elaborados con leche cuyos animales han pastado, este tipo de alimentacion tiene
algunos inconvenientes como los planteados en los paises mediterraneos ya que
las condiciones climaticas desfavorables que deja crecer el pasto sélo en periodos
de tiempo cortos (Vasta et al., 2008).

Actualmente, los consumidores muestran una clara preferencia por el
consumo de alimentos que contienen componentes/composicion beneficiosos para
la salud humana tales como productos ricos en CLA, w3 0 we, en definitivo
muestran una clara tendencia por el consumo de productos ricos en acidos grasos
poliinsaturados y bajos en saturados. Las grasas son un grupo de compuestos muy
variados, que tienen efectos diversos. Por ejemplo el acido linoleico conjugado
(CLA) tiene efecto anticancerigenos, anti-aterogénicos y anti-diabéticos (Pariza,
2004), mientras que los acidos grasos saturados y trans estan relacionados con
enfermedades cardiovasculares. La dieta de los rumiantes puede modificar la
composicion de estos acidos grasos en la leche (y queso) en cierta medida. Varios
investigadores, han realizado en los ultimos 20 afios, estudios relacionados con el
incremento de la concentracién de &cidos grasos de efectos positivos para la salud,
mediante la modificacion de la composicion de las dietas de los animales con el
objetivo de disminuir el porcentaje de acidos grasos saturados en los alimentos
(Jenkins y McGuire, 2006). Segin Bauman y Griinari (2001), la grasa de leche
contiene mas de 400 &cidos grasos, de los cuales solo once tienen importancia.
Uno de los principales acidos grasos es el acido linoleico, que a su per tiene
nameros isomeras (28) que constituyen la familia de los &cidos linoleicos

conjugados (CLA) y se encuentra principalmente en la carne y productos lacteos
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procedentes de rumiantes, pero los mas importantes son el acido rumenico (cis-9,
trans-11) y trans-10, cis-12 CLA. Estos isdmeros son conocidos por sus
propiedades anticancerigenas y representan entre el 75- 85% de CLA de la grasa
de leche de vaca y 78-89% en la grasa de la leche de oveja (Wright et al., 2003;
Nudda et al., 2006). La suplemenetacién de la dieta de rumiantes con granos,
aceites 0 subproductos de semillas oleaginosas (semillas de lino) han sido
estudiados por diferentes autores con resultados beneficiosas a la salud humana
(incremento en los acidos grasos insaturados, CLA y disminucion de los acidos

grasos saturados) (Nudda et al., 2006).

AlZahal et al. (2008) estudian la adicion de aceite de soja en la racion de
vacas lecheras con el fin de evaluar los efectos en el perfil de acidos grasos,
determinando que el tratamiento con aceite de soja incrementa el total de trans-
Cig:1 asi como la concentraciéon de los CLA incluyendo el cis-9, trans-11 Cigy;
trans-9, cis-11 Cyg, y trans-10, cis-12 Cigp. Otros autores publican resultados en
leche con alto contenido de CLA, concretamente el acido vaccénico, en la grasa
de leche, cuando se incluye aceite de oliva en la dieta de vacas lecheras (Secchiari
et al., 2003). Ademas, Dhiman et al. (2000) obtienen leche de vaca rica en CLA
después de una suplementacion en la dieta con 3,6% de aceite de soja (una
concentracion de 2,10% de CLA en la grasa de leche frente a 0,39% en leche
control); en el mismo estudio obtiene leches con 1,63 y 1,58% de CLA en la grasa
de leche tras una suplementacién de la dieta en vacas con 2,2 y 4,4% de aceite de

semilla del lino.

Estudios similares relevados por Gomez-Cortés et al. (2008) demuestran
que la adicion del aceite de soja a la dieta de ovejas produce cambios en el perfil
de acidos grasos con una diminucion significativa en las concentraciones de Cg
hasta Ci6:0 ¥ Un incremento estadistico en las concentraciones de Cigo, Cig1 Y
CLA. Las proporciones de CLA y &cido vaccénico alcanzan niveles entre 1,04-
3,44% y de 2,08-6,2% de acidos grasos totales. También sefialan que la
concentracion de CLA en la grasa de leche de ovejas aumenta hasta tres veces con
la adicion de aceite de soja. Resultados similares han sido determinados por Mir et
al. (1999) en leche de cabra cuando se suplementan la dieta con aceite de canola.
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Otros autores mejoran la calidad de leche mediante el empleo de otras
fuentes alimentarias, tales como algas marinas. Franklin et al. (1999), obtienen
leches con altos contenidos en CLA y acido vaccénico, suplementando la
alimentacion de vacas lecheras con algas marinas, sin modificar el perfil sensorial
de la leche. Reynolds et al. (2006) estudian la influencia de la adicién de acetites
de algas marinas y aceite de soja en la composicion y perfil de acidos grasos de
leche de ovejas y observan un incremento en el contenido de la grasa y la proteina
asi como un incremento en los CLA totales especialmente un incremento en el

total de trans-Cig.1 ¥ Caz.60-3 €N las ovejas suplementadas con aceite de algas.

Shingfield et al. (2003) determinan en la leche un incremento en el
contenido de acidos grasos trans-11 Cig:1, trans-Cig:1, Cis-9 trans-11 CLA, Cig (n-
6) Y el total de Cyg, cuando suplementan dietas de vacas lecheras con aceite de

pescado.

La calidad de la leche independientemente de la especie juega un rol
determinante en la calidad final del queso. Allred et al. (2006) estudian el efecto
de la suplemetacién con aceite de palma 6 pescado individualmente o en
combinaciéon con aceites de soja en el perfil de acidos grasos, rendimiento
quesero, calidad sensorial de leche y queso Cheddar determinados mediante un
panel de jueces entrenados y no obtienen diferencias significativas en el
rendimiento ni en composicion fisicoquimica de leche. Sin embargo, el contenido
de los &cidos grasos cis-9 Cig, trans-11 y trans Cigy aumentd en la leche
procedente de animales cuya alimentacion reciben una combinacion de aceite de
palma-aceite de pescado y aceites de soja, aunque no se observé modificacion en
el contenido de CLA de los quesos elaborados. Los jueces entrenados no han
detectado diferencias significativas en el sabor de leche ni en el queso Cheddar, a
la excepcion del sabor acido observado en quesos procedentes de animales
suplementados. Zheng et al. (2005) obtienen un mayor rendimiento lechero en
vacas gue reciben dietas ricas en aceites de semilla de lino en comparacion con el
lote control. Estos autores determinan un menor porcentaje de grasa en la leche

suplementada, manteniéndose el resto de parametros invariables. He y Armentano
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(2011), determinan una menor concentracion de grasa y proteina en leche de vacas
suplementadas con aceite de palma y aceite de girasol y aceite de arroz. Benchaar
et al. (2012), suplementan la dieta de vacas lecheras con aceite de semilla del lino
para estudiar la influencia en las caracteristicas y el rendimiento de la leche,
observan diferencias significativas para la produccion de leche y la concentracion
de grasa.

Castro et al. (2009) estudian el efecto de la adicion de aceites vegetales
como el aceite de girasol y aceite de palma hidrogenada en la dieta de ovejas
lecheras, determinando un incremento en la produccién de leche para ovejas
alimentadas con aceites de palma hidrogenadas, mientras que el contenido de la
grasa y proteina no se modifica con ninguno de las suplementaciones. Li et al.
(2012) estudidé el efecto de la suplementacién en cabras lecheras de aceites
vegetales de semillas, tales como lino y aceite de girasol demostrando un
incremento en la cantidad de la leche producida asi como en el contenido de grasa.

En los alimentos, la oxidacion de los lipidos ha sido reconocida como un
deterioro importante que afecta tanto a la calidad sensorial como nutricional. Las
vacas lecheras de alta produccion (dieta rica en grasas) estan predispuestas al
estrés oxidativo, situacion que puede agravarse en determinadas condiciones
ambientales, fisioldgicas y dietéticas (Lohrke et al., 2005). La formacion de
radicales libres durante la peroxidacion de los &cidos grasos esenciales en las
membranas de lipidos puede dafiar las células y poner en peligro la produccion y

el estado sanitario del animal (Miller y Brezeinska- Slebodizinska, 1993).

La alimentacion con dietas en rumiantes con alto contenido de grasa no
solo aumenta la concentracién de peroxidos en el animal, sino que también puede
afectar negativamente a la fermentacion del rumen, debido a la reduccion de la
sintesis de proteinas microbianas (Véazquez y Jenkins, 2007). El efecto negativo de
la alimentacién animal con dietas ricas en grasa estd parcialmente solventado
mediante la inclusion de antioxidantes en estas dietas, que también aumenta la
digestibilidad de la fibra, lo que sugiere un efecto positivo de los antioxidantes en

la microflora del rumen (Frankel, 1996).
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Existen dos tipos de sustancias antioxidantes: las sintéticas y las naturales,
dentro de los antioxidantes naturales: vitaminas E, C y B-caroteno, son potentes
antioxidantes que reaccionan directamente y podrian mejorar la proteccion de la
salud contra los radicales libres como un intento de prevenir el dafio causado por
el proceso de oxidacién (Bendich, 1993; Mardalena et al., 2011). Los
antioxidantes, tales como a-tocoferol y acido ascorbico, juegan un papel decisivo
en la prevencion o retraso de la oxidacion y han sido tenidos en cuenta como
aditivos alimentarios (Madhavi et al., 1996). El a-tocoferol es un antioxidante
primario, que actia en la terminacion de la cadena de radicales libres, acttan
mediante la cesion de electrones a los radicales libres convirtiéndolos en
elementos mas estables. El acido ascorbico es un antioxidante secundario que
puede ser ampliamente clasificado como un eliminador de oxigeno, ya que
reacciona con el oxigeno libre, provocando la inhibicion de este elemento activo
(Madhavi et al., 1996). El builhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno
(BHT), son dos antioxidantes sintéticos muy utilizados en los alimentos, que se
caracterizan por sus bajos costes y elevada eficacia en la mayoria de los
alimentos. Los tocoferoles son mucho menos eficaces que BHA o BHT como
antioxidantes en los alimentos (Chen et al., 1992).

Las reacciones oxidativas en la leche son perjudiciales, ya que reducen su
valor nutricional contribuyendo a la disminucion de la vida Gtil. La oxidacion de
la leche puede catalizarse por ciertos metales, exposicién a la luz y puede ocurrir
espontaneamente tanto en la grasa de la leche como en las proteinas con
capacidades de oxidarse. La auto-oxidacion de lipidos insaturados por la
exposicion a la luz, origina la destruccion de varios nutrientes claves en productos
lacteos como la riboflavina y acido ascérbico dando lugar a sabores no deseables
(Van Aardt et al., 2005). Los cambios oxidativos de proteinas y aminoacidos
también dan paso al desarrollo de sabores extrafios asi como la destruccion de
aminoéacidos esenciales como histidina, cisteina, metionina, triptéfano, y tirosina

gue se oxidan en presencia de luz y oxigeno activo (Jadhav et al., 1996).
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Varios autores han intentado resolver el problema de la oxidacion de la
grasa mediante la suplementacion de la dieta de los animales con antioxidantes
para preservar los acidos grasos de la leche contra estas reacciones. Bell et al.
(2006), estudiaron el efecto de la inclusion de aceite de cartamo 6 de lino en
combinacion con la monensina 6 vitamina E en la dieta de vacas y sus efectos en
el perfil de 4cidos grasos. Estos autores llegaron a concluir que la combinacion de
aceite de cartamo con la monensina fue efectivo para aumentar el contenido de
CLA en la grasa de la leche y que la adicién de la vitamina E en la dieta
disminuye la oxidacion de la leche procedentes de animales suplementados con
semillas oleaginosas, pero no tiene un efecto significativo sobre la concentracion
de CLA. Otros estudios dirigidos a minimizar la oxidacién de leche, incluyen
tratamientos antes del ordefio tales como la inyeccion de a-tocoferol en los
musculos de las vacas lecheras, con el objeto de evitar la aparicion de
modificaciones en el sabor derivados de la oxidacion espontanea de leche
(Charmley y Nicholson, 1993), o la adicion de a-tocoferol a la alimentacion,
Focant et al. (1998) estudiaron la suplementaacion de la dieta de vacas lactantes
con aceites de colza extruido y semillas de lino en combinacion con la vitamina E
para cuantificar sus efectos en los perfiles de &cidos grasos de la leche y la
susceptibilidad de la grasa de la leche a la oxidacién. El suplemento dietético de la
vitamina E aumento la concentracion de a-tocoferol en la leche en un 45%, los
autores concluyen que esta cantidad fue suficiente para impedir la oxidacion de la
leche. Jung et al. (1998), concluyen que el disulfuro de dimetilo era el responsable
principal de los sabores desagradables de la leche oxidada, pero la suplementacion
con diferentes concentraciones del acido ascorbico (entre 200 a 1.000 ppm)

disminuye la oxidacion y el desarrollo de dichos sabores.

Los antioxidantes sintéticos son una buena herramienta para reducir el
deterioro de la calidad sensorial y nutricional de alimentos, pero su uso ha
disminuido debido a su baja estabilidad y su relacion con enfermedades
cancerigenas (Milos y Makota, 2012). Por lo tanto, algunos autores han estudiado
el empleo de antioxidantes naturales como una alternativa a los antioxidantes

sintéticos, tales como extractos de plantas (Parejo et al., 2002).
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Los compuestos fenolicos representan un ejemplo interesante de moléculas
bioactivas derivadas de plantas, estas moléculas tienen posibilidades de aplicacion
en la alimentacion animal. Los compuestos fenolicos son un grupo diverso de
compuestos quimicos (mas de 8000 compuestos), que tienen caracteristicas
comunes: la presencia del anillo arilo en el que al menos hay un grupo hidroxilo.
Los polifendles son producidos como metabolitos secundarios por la mayoria de
las plantas, en las que probablemente actian como antimicrobianos o
antioxidantes naturales (O’Connell y Fox, 2001; Silanikove et al., 2010). Los
polifendles juegan un papel muy importante en los atributos sensoriales de
muchos productos alimenticios (Vasta y Luciano, 2011).

Los arboles y arbustos forrajeros y especies herbaceas son una fuente muy
importante de alimento para el ganado, sobre todo en las regiones deseérticas y
semi-desérticas, la mayoria de las especies son dicotiledoneas que contienen
grandes cantidades de polifenoles, muchos de ellos son compuestos taniferos
(Silanikove et al., 2001). Actualmente, existe un interés creciente en los
compuestos secundarios presentes en estas plantas como herramientas para la
mejora de algunos aspectos de la calidad de la leche o carne. Este es el caso de los
compuestos fendlicos, taninos condensados, saponinas y aceites esenciales ricos

en terpenos (Vasta y Luciano, 2011).

Las plantas aromaticas, frutas y verduras tienen diferentes usos industriales
y se aplican en diferentes sectores tales como medicina, nutricion, bebidas,
perfumes, cosméticos, tabaco. Desde tiempos prehistéricos, las hierbas fueron la
base de todos los medicamentos terapéuticos (Zheng y Wang, 2001). Las plantas
aromaticas contienen grandes cantidades de antioxidantes diferentes a la vitamina

C, lavitamina E y carotinoides.

En medicina veterinaria oriental el uso de plantas aromaticas, hierbas o sus
extractos siempre se han administrado de forma terapéutica en animales por los
pequefios agricultores. En la actualidad, desde tiempos remotos los investigadores
tienden a volver a practicar este tipo de tratamiento debido a los altos precios de

los medicamentos sintéticos unida a la eficacia de las plantas. La Tabla 7 detalla
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algunas plantas usadas en veterinaria china y sus funciones segun detalla Mirzaei-
Aghsaghali (2012).

Tabla 7. Plantas aromaticas y hierbas usadas en la veterinaria china

Hierbas o Parte usada Compuesto Funcion terapéutica

plantas activo

La nuez Semilla Sabinene Estimulacién de la digestion, anti-

moscada diaria

Canela Corteza Cimetaldehido Antiséptico, apetitoy
estimulacion de la digestion

Clavos Clavos Eugenol Antiséptico, apetitoy
estimulacion de la digestion

Cardamomo Semilla Cifielo Apetito y estimulacion de la
digestion

Cilantro Hojay semillas  Linalol Estimulacién de la digestion

Comino Semilla Cuminaldehido  Digestion

Anis Semilla Anetol Estimulacién de la digestion

Apio Hojas y semillas  Phtalides Estimulacion de la digestion y
apetito

Pergjil Hojas Apiol Antiséptico

Alholva Semilla Trigonellina Estimulacion de la digestion

Pimienta Semilla Piperina Estimulacion de la digestion

Rabano picante  Raiz Alil Estimulacién del apetito

isotiocranato
Mostaza Semilla Alil Estimulacién de la digestion
isotiocranato

Jengibre Raiz Zingerona Estimulacion gastrica

Ajo Bulbo Alicina Estimulacion de la digestion,
antiseptico

Romero Hojas Carvacrol Estimulacion de la digestion,
antiséptico, antioxidante

Tomillo Planta entera Timol Estimulacién de la digestion,
antiséptico, antioxidante

Salvia Hojas Cifielo Estimulacion de la digestion,
antiseptico

Laurel Hojas Cifielo Estimulacion de la digestion y
apetito, antiséptico

Menta Hojas Mentol Estimulacion de la digestion y

apetito, antiséptico

Fuente: Mirzaei-Aghsaghali, 2012.
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El efecto antioxidante de estas plantas aromaticas/hierbas se debe
principalmente a los componentes fenolicos, tales como flavonoides, compuestos
fenolicos y diterpenos (Wang, 2003). En las dltimas décadas, los extractos o
aceites esenciales de plantas aromaticas han sido de gran interés para el fin de
prolongar el almacenamiento y la estabilidad de los alimentos mediante el empleo
de compuestos naturales. Los antioxidantes sintéticos se utilizan para el
procesamiento industrial, aunque los toxicologos y especialistas en nutricion,
argumentan efectos secundarios de algunos antioxidantes sintéticos utilizados en
procesamiento de alimentos tales como BHT y BHA. Por lo tanto, existe un
interés creciente en los estudios del empleo de aditivos naturales como
antioxidantes. Muchas fuentes de antioxidantes de origen vegetal se han estudiado
en los ultimos afios, de muchas plantas aromaticas y especias han demostrado ser
eficaces en el retraso del proceso de peroxidacién de lipidos en los aceites y los
alimentos grasos y han ganado el interés de muchos grupos de investigacion
(Zheng et al., 2005). Algunas plantas aromaticas de los paises mediterraneos han
sido ampliamente estudiadas debido a su actividad antioxidante tales como
romero, tomillo, salvia y orégano (Jordan et al., 2009). Otras especies se han
estudiado por el mismo motivo en diferentes paises del mundo, tal como se refleja
en la Tabla 8 que detalla algunas especies investigadas por sus propiedades

antioxidantes asi como el contenido de compuestos fendlicos de cada una de ellas.
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Tabla 8. Contenido de fenoles totales y la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno en algunas plantas en el mundo

Nombre comln Nombre boténico Uso Fenoles totales (mg

GAE/g del peso fresco)

capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (umol

de TE/peso fresco)

Pera de bélsamo Momordica charantia Medicinal 0,43+0,08 3,43+0,11

Serpol Thymus praecox ssp. arcti ~ Medicinal 1,81+0,04 13,4040,12

Cus

Manzanilla Tanacetum parthenium Medicinal 0,87+0,06 10,07+0,15
Salvia Salvia officinalis Medicinal 1,34+0,09 13,28+0,40
Tomillo Thymus vulgaris Medicinal 2,13+0,11 19,49+0,21
Vinca de Madagascar Catharanthus roseus Medicinal 2,85+0,11 22,30+0,54
Ginkgo Ginkgo biloba Medicinal 1,57+0,05 13,18+0,24
toronjil de menta Mentha piperita Medicinal 2,26+0,16 15,84+0,42
pericon silvestre Hypericum perforatum Medicinal 2,78+0,12 16,77+0,22
ajenjo dulce Artemisia annua Medicinal 1,54+0,06 15,69+0,37
aloe de Barbados Aloe vera Medicinal 0,23+0,00 1,88+0,05

Valeriana Valerian officinalis Medicinal 1,78+0,12 15,82+0,61
Alcaravea Carum carvi Culinario 1,05+0,00 10,65+0,29
Cebolla de hoja o ciboulette  Allium schoenoprasum Culinario 1,05+0,05 9,15+0,28

Orégano francés Plectranthus amboinicus Culinario 0,34+0,00 4,71+0,14
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Tabla 8. (Continuacién)

Nombre comln Nombre botéanico Uso Fenoles totales (mg

GAE/qg del peso fresco)

capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (umol

de TE/peso fresco)
Diente de ledn Taraxacum officinale Culinario 0,26+0,02 2,35+0,14
Eneldo Anethum graveolens Culinario 3,12+0,06 29,12+0,29
Lavanda Lavandula angustifolia Culinario 1,50+0,13 16,20+0,11
Hinojo Foeniculum vulgare Culinario 0,68+0,00 5,88+0,09
Orégano Greco Origanum vulgare ssp Culinario 11,80+0,60 64,71+1,05
Mejorana Origanum majorana Culinario 11,65+0,29 71,64+1,25
Citronela Melissa officinalis Culinario 1,26+0,04 9,54+0,23
Tomillo limonero Thymus citriodorus Culinario 1,78+0,03 13,28+0,33
Cedroén Aloysia triphylla Culinario 1,55+0,10 17,38+0,35
Levistico Levisticum officinale Culinario 2,63+0,05 21,54+0,35
Orégano Méjico Poliomintha longiflora Culinario 17,51+0,22 92,18+0,72
Menta acuatica Mentha aquatica Culinario 2,26+0,10 19,80+0,43
Perejil Petroselinum crispum Culinario 1,12+0,01 11,03+0,13
Salvia de pifia Salvia elegans Culinario 1,31+0,08 11,55+0,42
Alegria (dulce Mexicano) Amaranthus cruentus Culinario 3,41+0,11 28,92+0,21
Geranio Pelargonium graveolens Culinario 7,34+0,36 38,75+0,61
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Tabla 8. (Continuacion)

Nombre comdn Nombre botéanico Uso Fenoles totales (mg capacidad de absorcion de
GAE/qg del peso fresco)  radicales de oxigeno (umol
de TE/peso fresco)
Romero Rosmarinus officinalis Culinario 2,19+0,15 19,15+0,63
Pimpinela menor Sanguisorba minor Culinario 0,99+0,07 8,33+0,13
Tulbaghia Tulbaghia violacea Culinario 1,03+0,10 7,50+0,60
Hierbabuena Mentha spicata Culinario 0,94+0,15 8,10+0,26
Albahaca Ocimum basilicum Culinario 2,23+0,15 14,27+0,45
Laurel Laurus nobilis Culinario 4,02+0,90 31,70+0,97
Lagrimas de David Polygonum odoratum Culinario 3,09+0,12 22,30+0,68
Ajedrea Satureja montana Culinario 3,16+0,02 26,34+0,17
Cdarcuma Curcuma longa Culinario 1,72 0,12 19,50+0,45

Fuente: Zheng y Wang, 2001; Wojdylo et al. (2007) TE: Equivalente de micromoles de Trolox, GAE : equivalente de acido galico
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La aplicacion de compuestos segundarios derivados de plantas aromaticas
en la alimentacién de rumiantes, ha sido un éxito para mejorar la calidad de carne
y leche y sus derivados (Savoini et al., 2003; Nieto et al., 2010, 2011, 2012;
Chiofalo et al, 2012; Vasta et al., 2013). Estas estrategias de alimentacion son una
solucidén para cumplir las exigencias de los consumidores, que cada vez demandan
productos mas saludables y seguros.

El Romero (Rosmarinus officinales L), es una de las plantas aromaticas
que tienen mucho interés para varios investigadores por sus efectos antioxidantes,
antimicrobianos, antiflngicos y antiinflamatorios observados tanto en estudios “in
vitro” e “in vivo”. Esta planta aromatica es una especie del género Rosmarinus
spp. cuyo habitat natural es el area mediterranea, sur de Europa y norte de Africa.
En Espafia se encuentra en la mayor parte de Catalufia, hasta los Pirineos en
Aragén y Navarra, Castilla-La Mancha, Castilla y Ledn, La Rioja, Madrid, Regién
de Murcia, Extremadura, en las zonas montafiosas de la Comunidad Valenciana,
Andalucia e islas Baleares (Santos et al., 2012). Las hojas de romero se utilizan
comunmente como especias y agentes aromatizantes. El uso del extracto de hojas
de romero como antioxidante fue sefialado por primera vez por Ostric-
Matijasevicen en 1955 (Yanishlieva-Maslarova y Heinonen, 2001). El extracto del
romero contiene compuestos polifénolicos, siendo los componentes mas activos
en esta especie el carnosol, &cido carnésico, rosmanol y otros compuestos
fendlicos. El &cido carndsico es el componente principal en las hojas de romero
con una actividad antioxidante tres veces superior al carnosol y siete veces
superior al BHT (Mofiino et al., 2008). La Figura 2 muestra la estructura de los

compuestos fenolicos principales en el romero.
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Figura 2. Estructura quimica de los componentes antioxidantes mas importantes
en el romero

Los efectos beneficiosos de la adicion directa de antioxidantes de extractos
de romero, en los alimentos se han estudiado extensivamente. Se han realizado
estudios en una carne y productos cérnicos (Djenane et al., 2002; Sanchez-
Escalante et al., 2003; Fernandez-Lopez et al., 2005) y productos lacteos (Foda et
al., 2010; El Din et al., 2010), mientras que el estudio del uso de las plantas o sus
extractos como suplementos en la dieta de animales es limitado. Estudios, que
abordan el empleo del romero o sus subproductos en la dieta de animales fueron
publicados por Mofiino et al. (2008) que estudian la introduccion de subproductos
del romero en la dieta de ovejas que permite la transferencia de antioxidantes y
componentes activos a la carne del cordero, sin perjuicio de la productividad de
los animales. El analisis cromatografico permitié la identificacion de 11
componentes polifenolicos, entre ellos, el acido rosmarinico, carnosol y &cido
carnosico, que fueron los componentes fendlicos que aumentaban de forma
significativa en la carne de cordero de las ovejas madres alimentadas con
subproductos de romero, cuando se compara con el grupo control. La
incorporacion de estos subproductos en la dieta de los animales favorece la

capacidad antioxidante de las muestras de carne de cordero. Nieto et al. (2010),
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suplementaron la dieta de ovejas con hojas destiladas de romero para evaluar su
efecto en la calidad de carne fresca y cocinada, los resultados de la carne de
corderos alimentados con hojas destiladas de romero tienen niveles menores de
oxidacion lipidica, un menor recuento de bacterias aerobicas mesoéfilas y una gran
estabilidad del color durante 21 dias de almacenamiento. Los resultados
observados en la carne cocinada obtenida de corderos alimentados con hojas
destiladas de romero presentan un menor grado de oxidacién durante el

almacenamiento, mayor estabilidad en el color y vida util mas larga.

O’Grady et al. (2006) estudian el efecto de la suplementacion de las dietas
de terneros con extracto de té y de romero en carne y productos carnicos. Estos
autores no se observan diferencias significativas en el estado antioxidante total del
plasma, ni en las concentraciones de a-tocoferol, pH, color, estabilidad lipidica y
propiedades sensoriales de la carne fresca almacenadas aer6bicamente o en
envases de atmoésfera modificada. Del mismo modo la suplementacion no mejora
las propiedades sensoriales y la estabilidad lipidica de filetes cocidos,
almacenados aer6bicamente durante 11 dias a 4°C. En el mismo trabajo los
autores suplementaron hamburguesas con extracto de té y romero han obtenido
una mejora estabilidad lipidica y del color a los 8 dias en hamburguesas

almacenadas en atmosfera modificada.

La influencia de la suplementacion con romero en las caracteristicas de la
leche y sus derivados fue estudiado por Savoini et al. (2003), que suplementan la
dieta de cabras Saneen con extractos de romero a diferentes porcentajes para
evaluar su efecto en la produccion y calidad de leche e infeccibn mamarias. Los
resultados confirman que no hay cambios en la cantidad de leche producida ni en
el contenido de proteinas, lactosa y células somaticas de la leche, mientras que el
porcentaje de la grasa disminuye con una alta concentracion del extracto de
romero en la dieta. Se determina un incremento del porcentaje de neutréfilos y
una diminucién de macréfagos en la leche después de la inclusion del extracto de
romero, mientras que el namero de linfocitos no se modifica. La alimentacién de

cabras con extracto de romero conduce a una reduccion de las infecciones. Jordan
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et al. (2010) se estudio la influencia de la inclusion de subproductos de romero en
la transferencia de compuestos fenolicos y aromaticos en la leche con la
suplementacion de la dieta de cabras con hojas destiladas del romero, los
resultados observados confirman que no hay diferencias significativas en la
produccion de leche y si se observa un incremento de la concentracion de los
siguientes compuestos flavonoides en la misma: hesperidina, naringina y

genkwanin y compuestos fenolicos: acido galico, carnosol y acido carnosico.

Chiofalo et al. (2012) estudian el efecto de la inclusion del extracto de
romero en la dieta de ovejas Valle del Belice en las caracteristicas de la leche. Los
resultados demuestran que la produccion, el contenido proteico, las caseinas y la
grasa de leche se incrementan con la suplementacion de dietas con romero y las
células somaticas disminuyen. EI aumento de la concentracion de proteinas en
leche puede estar relacionado con el hecho de que en el reticulorumen (que tiene
un pH de 6,0-7,0), los polifenoles interactian con las proteinas, inhibiendo la
utilizacion de las proteinas en el rumen por micro-organismos endogenos (se ha
estimado que la microflora reticulorumen degradan hasta un 75% de la proteina
ingerida) pero una vez el complejo polifenol-proteina pasa al abomaso (pH 2.5
hasta 3.5), el complejo se descompone y libera proteinas, que posteriormente se

degradan y se utilizan por el rumiante (O’Connell y Fox, 2001).

El tomillo es otro tipo de planta aromatica interesante en la peninsula
Iberica debido a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. ElI género
Thymus corresponde a la familia de la Labiatae (Lamiaceae), originario de los
paises de la cuenca mediterranea occidental. EI tomillo rojo o Thymus zygis subsp
gracilis es una de las plantas aromaticas medicinales encontradas en la Peninsula
Ibérica, y su aceite esencial se ha convertido en uno de los mas ampliamente
utilizados en la industria alimentaria. Su importancia econémica proviene de las
grandes cantidades de aceites esenciales que contiene (Jordan et al., 2009). Rota et
al. (2008), estudia la variabilidad del contenido de aceite esencial de esta especie,
con mas de 60 compuestos bioactivos siendo los mas comunes son el timol y
linalol. Las actividades antioxidantes in vitro de los aceites esenciales y extractos

de tomillo han sido sefialados por Tepe et al. (2011).
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El efecto de la adicion directa de los aceites esenciales del tomillo en
alimentos comerciales fue reportado por Harpaz et al. (2003); Tanabe et al. (2002)
estudian el empleo de extracto del tomillo para mejorar la calidad de la carne de

cerdo.

Nieto et al. (2011) investigaron si la inclusién de hojas de tomillo (sin
destilacién) en la dieta de ovejas gestantes influye en las caracteristicas
sensoriales y en la estabilidad oxidativa de la carne de cordero cocida. La
incorporacion del tomillo en la dieta de los animales favorece una alta capacidad
antioxidativa de las muestras de carne de cordero cocinada. La carne cocinada de
corderos suplementados con hojas de tomillo mostré menor niveles de TBARS y
de hexanal, mientras que el analisis sensorial determina una diminucién en el olor

y el sabor rancio en comparacién con las muestras control.

El tomillo genera un exceso de residuos (hojas destiladas de tomillo)
después de la destilacion de las hojas para la extraccion de aceites esenciales. El
efecto de la suplementacion en las dietas de animales con derivados del tomillo en
la calidad de la carne ha sido estudiado por Nieto et al. (2012) donde investigan el
efecto de la inclusion de subproductos del tomillo procedente de la destilacion en
la dieta de ovejas gestantes y su efecto en la calidad final de carne de cordero, que
se evalud durante el almacenamiento de carne en atmosfera modificada. Un total
de 36 ovejas fueron divididas aleatoriamente en tres grupos homogéneos. Un
grupo fue alimentado con una dieta basal, mientras que la dieta de los otros dos
grupos era modificado mediante la sustitucion de 10% y 20% de la dieta basal con
pellets a partir de 50% de cebada, 50% de hojas de tomillo destilados. En general,
la dieta suplementada con hojas destiladas del tomillo inhibe la oxidacién de
lipidos, reduciendo el contenido de psicétrofos y los productos de oxidacion
secundaria (TBARS), mientras que el grado de enrojecimiento (valores de a*) fue
significativamente mayor a los 7 y 14 dias de almacenamiento. Seglin estos
autores podemos confirmar que los subproductos de tomillo se podrian utilizar
como una fuente de antioxidantes naturales y antimicrobianos en la alimentacién

para las ovejas.
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Otras plantas con compuestos secundarios que pueden usarse como fuente
de suplementacion de la dieta de cabras fueron publicados por Zhong et al.
(2009), que investigan el efecto de la incorporacion de los extractos del té en la
dieta de cabritos para examinar su efecto en la oxidacion de lipidos de la carne
fresca, determinando una inhibicion de la oxidacion de lipidos y una mejora de la
estabilidad del color de la carne. Baruah (1997) investigd la suplementacion de la
dieta de vacas lecheras con residuos de té descafeinado (contiene un elevado nivel
de polifenoles) y determinan que la suplementaciéon tiene un efecto positivo sobre

la produccion y las caracteristicas de leche.

Botsoglou et al. (2002) investigaron el efecto antioxidante de la
suplementacion de la dieta con aceites esenciales de orégano en la estabilidad
oxidativa del musculo del muslo de pollo durante el almacenamiento en
comparacion con lote control. Los resultados demostraron que la suplementacion
de la dieta de pollos con aceite esencial de orégano ejerce efectos antioxidantes y
la suplementacion es mas eficaz para retrasar la oxidacion de lipidos en la carne
cruda y cocida. Estos autores en 2003, estudiaron la suplementacion de la dieta de
pavos con aceite esencial de orégano y sus efectos en la oxidacion de la carne
cruda y cocida durante el almacenamiento. Los resultados mostraron que los
tratamientos con aceite esencial de orégano aumento la estabilidad oxidativa de la
carne de pavo tanto cruda como cocinada en comparacion con la carne del lote
control. La concentracion mas eficaz en el retraso de la oxidacion de lipidos fue la

concentracién de 200 mg. kg™ del aceite de orégano.

Kraszewski et al. (2004) ha estudiado los efectos de la suplementacion de
la dieta de vacas por una mezcla de plantas aromaticas contiene: la hierbabuena
(Mentha piperita L.), pensamiento silvestre (Viola tricolor L), manzanilla
(Matricaria chamomilla L.), ortiga (Urtica dioica L.), Milenrama (Achillea
millefolium L.) y el tomillo (Thymus vulgaris L.) determinando resultados
positivos en el rendimiento lechero, composicién fisicoquimica y tecnoldgica de
la leche. Cuchillo et al. (2010) ha estudiado las actividades antioxidantes y los
contenidos en polifénoles totales en quesos obtenidos de la leche de cabras que

han pastado en pastos en zonas ricas en plantas aromaticas en comparacion con
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quesos producidos de cabras alimentadas con una mezcla de raciones. Los
resultados confirman que los quesos resultados de la leche de cabras alimentadas
en campos de vasta vegetacion presentan un mayor contenido de compuestos
fenolicos totales y flavonoides y una mayor proteccién frente la oxidacion en
comparacion con los quesos control. Tekippe et al. (2011) estudian los efectos de
la suplementacion en dietas de vacas lecheras con hojas del orégano (Origanum
vulgare L) y evaltan su efecto en produccion y composicion de acidos grasos de
la leche. La produccion, composicién fisicoquimica y el perfil de acidos grasos
no fueron modificadas por esta suplementacion a la excepcién del contenido de

urea en la leche que se disminuye.

El éxito del empleo de antioxidantes en la dieta de animales fue
confirmado por muchos autores como una herramienta para mejorar la calidad de
productos y derivados y por sus beneficios en la sanidad animal, aunque la
administracion de estos antioxidantes tienes que ser controlada por la cantidad y el
tipo de antioxidante administrado, ya que el uso frecuente de los compuestos
fenolicos en la dieta de vacas puede ejercer el aborto o intoxicacion (Sharma et
al., 1998).

67






V. METODOLOGIA






Metodologia

IV.1. Efecto de la suplementacion de la dieta de cabras con plantas

aromaticas en la calidad de leche y queso

IV. 1. 1. Disefio experimental y tratamiento de las dietas

Se seleccionan 36 cabras de la raza Murciano-Granadina (en cada
experimento) segtn su edad y el rendimiento lechero (3,2 afios y 2,2 L.dia*
respectivamente), durante el periodo de lactacion, se dividen en tres grupos
homogéneos de 12 cabras en cada grupo, el grupo control y grupos alimentados
con piensos “unifeed” con 10% y 20% de suplementacion con hojas destiladas de
romero o tomillo (DRL1, DRL2 y DTL1, DTL2 respectivamente) y 3,75% vy
7,50% de hojas de tomillo sin destilar (TL1 y TL2 respectivamente).

Las cabras del grupo control se alimentan con una dieta basal de 2,3
kg.dia™ por cada animal, preparada y balanceada por la empresa Cargill Animal
Nutrition S. A, con el uso de los siguientes ingredientes: melaza de cafia (1,00%),
aditivos vitaminicos y minerales (1,04%), paja para piensos (26,65%), carbonato
de calcio (1,49%), harina de maiz (3,67%), miel de alubias (4,16%), aceite de
girasol (7,00%), centeno (6,99%), raicilla malta (8,00%), cebada (15%) y
cascarilla de soja (25,00%). La composicidén quimica de esta dieta se detalla en la
Tabla 9.
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Tabla 9. Composicidn quimica de la dieta control

Nutriente Concentracion (g.kg™ de materia seca)
Nitrégeno no proteico 0,50
Selenio (mg/kg) 0,72
Metionina total 2,60
Vitamina D (1U/g) 3,10
Magnesio 3,40
Fosforo 5,70
Lisina total 6,70
Calcio 10,00
Vitamina A (1U/g) 14,90
Fibra neutro detergente digestible 25,00
Grasa 30,90
Vitamina E (1U/g) 32,40
Total soluble RDP 43,30
Proteina no degradable en el rumen 55,60
Proteina degradable en el rumen 64,70
Ceniza 76,00
Almidon total ajustado 90,70
Zinc (mg/kg) 154,00
Proteina cruda 175,00
Fibra acido detergente 190,00
Fibra no carbohidrato 267,00
Fibra neutro detergente 366,00

Fuente: Datos calculados por Cargill Animal Nutrition S. A. Torre pacheco (Murcia, Espafia)
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Las dietas de los grupos DRL1, DRL2, DTL1 y DTL2 fueron modificadas
con la sustitucion de 10% y 20% de la dieta control con pellets constituidos con
50% de cebada y 50% de hojas destiladas de romero o de tomillo. La Tabla 10,
muestra las cantidades de cebada y hojas destiladas de romero o de tomillo en el

pienso.

Tabla 10. Raciones suministrados a cabras con hojas destiladas de romero y

tomillo

Denominaciones  Unifeed (Q) Pienso hoja destilada (g) Cebada (g)
Control 1.000 300
DRL1, DTL1 870 260 (130 hoja destiladas + 130 cebada) 170
DRL2, DTL2 740 520 (260 hoja destiladas + 260 cebada) 40

DRL1 y DRL2: Dietas suplementadas con 10% y20% de hojas destiladas de romero, DTL1y
DTL2: Dietas suplementadas con 10% y20% de hojas destiladas de tomillo

La Tabla 11 muestra las cantidades usadas de cebada y hojas de tomillo sin
destilar en el pienso.

Tabla 11. Raciones suministrados a cabras de hojas con tomillo sin destilar

Denominaciones Unifeed (Q) Pienso hoja sin destilar (g) Cebada (g)
Control 1000 300
TL1 950 200 (50 hoja de tomillo + 150 cebada) 150
TL2 900 400 (100 hoja de tomillo +300 cebada)

TL1: Dietas suplementadas con 3,75% de hojas de tomillo sin destilar, TL2: Dietas suplementadas
con 7,5% de hojas de tomillo sin destilar

El disefio experimental de estos piensos fue disefiado por el grupo del
departamento de plantas arométicas de IMIDA (Instituto Murciano de
Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario), las plantas aromaticas fueron
recogidas por la empresa Nutrafur-Furfural Espafiol S. A. Murcia, las dietas
suplementadas fueron balanceadas con grasas y proteinas para que fueron

isoenergéticas.
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IV.1.2. Recoleccién de muestras de leche de cabra

Durante el estudio de cada experimento se obtienen muestras de leche de
cada grupo de animales de un periodo semanal, se introducen en frascos de

plasticos esteriles de 50 mL codificados.

IV.1.3. Analisis fisicoquimicos de leche

Los andlisis fisicoquimicos de leche de cabra se realizan en el Laboratorio
Agrario y Sanidad Animal de la Region de Murcia (LAYSA). La materia grasa,
materia seca, punto creoscopico, el contenido proteico, lactosa y células somaticas
se analizan segun la norma IDF (141B; 1996), empleando un equipo Milko Skan
Combi Foss 5000, Foss Electric, Hillerod, Denmark).

IV.1.4. Determinacién del tiempo de coagulacion

El tiempo de coagulacién es el tiempo necesario para obtener los primeros

granos de la cuajada, su determinacion se realiza segun la norma IDF (132; 1997).
IV.1.5. Determinacién de la concentracion de acidos grasos totales (AGT)

La composicién de acidos grasos totales en la grasa de leche se determina
segun la norma UNE en ISO (5508; 1996), se realiza previamente una extraccion
lipidica, y posteriormente se procede a la derivatizacién de los acidos grasos,

previa a la identificacidn y cuantificacion mediante cromatografia gaseosa.

IV.1.5.1. Extraccion de la fraccion lipidica

La extraccion lipidica se realiza segin el método de Rose-Gottlieb, la mezcla de
solventes organicos (éter etilico, éter de petréleo y amoniaco) y la leche se
mezclan y dejan en reposo en embudos de decantacion, los solventes organicos de
la fase polar se evaporan mediante un rotavapor Bichi (011, Suiza), la
temperatura de evaporacion se controla a través de un bafio termostatico Biichi
(461, Suiza) y un equipo de refrigeracion Heto (Comfort, Barcelona). Se extrae la

materia grasa y se congela a -80°C hasta su derivatizacion.
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IV.1.5.2. Derivatizacién de los &cidos grasos

Se pesa 0,03 g = 10mg de grasa de la muestra, en un matraz esférico y se
afiade 5,7 pL del patrén interno (ester del acido undecanoico) (Sigma U 0250;
Sigma-Aldrich Quimica S. A, Madrid, Espafa), se agrega 3 mL de metilato sodico
0,2N, la mezcla se calienta lentamente, después de 5 min se adiciona 3 mL de
solucion &cido sulfarico-metanol (3%) y se calienta otra vez con agitacion,
después de 5 min se deja enfriar y luego se afiade 3 mL de hexano y se calienta
otra vez durante 1 6 2 minutos. Se vierte el contenido del balén en un matraz
aforado de 10 mL, se deja el contenido en reposo hasta la separacion de las fases
(fase superior: muestra + hexano). Se retira la fase superior y se coloca en un vial
de 1,5 mL y se mantiene en refrigeracion (maximum 2 h) hasta realizar el analisis

cromatografico.
IV.1.5.3. Identificacion y cuantificacion de los &cidos grasos

La identificacion se realiza mediante el empleo de &cidos grasos estandares
previamente metilados (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia),
identificados por los tiempos de retencion durante la cromatografia de gases
empleando un equipo marca Fisons Instruments (GC8000 series, Italia) con un
detector de ionizacion de llama (FID-80). Se utiliza una columna capilar con 5%
de Fenil Metil Siloxano entrecruzado, 30 m de longitud, 0,25 mm de diametro
interno y 0,25 um de espesor de pelicula Hewlett-Packard, que trabajan segun las

siguientes condiciones:

- Gas portador: Helio

. Flujo de columna: 1 mL.min™

. Flujo de aire: 300 mL.min™

. Flujo de hidrégeno: 30 mL.min™
. Divisor: 10

- Temperatura del inyector: 270°C

- Temperatura del detector: 280°C

75



Metodologia

Rampas de temperatura: 60°C a 160°C con un incremento de 5°C min™
160°C a 180°C con un incremento de 2°C min™ 180°C a 240°C con un incremento
de 5°C min™*, manteniendo esta temperatura final durante 10 minutos. Cada acido
graso caracterizado por su tiempo de aparicion, se compara con los tiempos de
retencion de los estdndares obtenidos de las muestras para caracterizar cada acido

graso.

El analisis cuantitativo se basa en determinar la concentracion (%) de
acidos grasos totales presentes en la muestra, para lo cual se requiere conocer el
area de pico de cada uno de los &cidos grasos previamente identificados y
relacionarlos con concentraciones conocidas a través de una ecuacion de regresion

lineal, que son obtenidas de la curva patron para cada acido graso estandar.
IV.1.6. Elaboracion de quesos experimentales

Las elaboraciones del Queso de Murcia al Vino se realizé en la planta
piloto del Departamento de Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de
Veterinaria (Universidad de Murcia), bajo el control de un responsable técnico del

Consejo Regulador de la D. O. P del Queso de Murcia al Vino.

Después de la pasteurizacion de la leche, se calienta hasta una temperatura
de alrededor de 33-34°C, luego se agregan los cultivos iniciadores y se espera,
durante veinte minutos hasta que la leche alcanza un pH aproximado de 6,58 (los
cultivos iniciadores utilizados son una mezcla liofilizada de Lactococcus lactis
subs. lactis y cremoris y Streptococcus thermophilus), los cultivos se afiaden en
una proporcion de 0,13 g de liofilizado DOM 3 (CSL, Caseario Sperimentale
Lattiero, Italia) y 0,24 g de liofilizado STA-IDC 12 (CSL) por cada 50 L de leche.
Se afiaden una disolucién comercial de CaCl, (48,78% p/v), (Betelgeux, S. A.
Gandia, Valencia) a un porcentaje de 0,3 w/v y se afiade 0,3%, w/v de cuajo de
ternera comercial. Cuando transcurre el tiempo necesario para obtener la firmeza
de la cuajada (40-45 min), se realiza un primer corte durante 1 minuto y se deja la
cuajada en reposo durante 4 minutos. Se realiza un segundo corte del gel hasta

obtener un tamafio de grano de 6-8 mm. El lavado de la cuajada se realiza
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mediante la eliminacion del 15% del volumen total del suero, que se sustituye por
agua potable a 37°C vy el trabajo del grano se hace con palas hasta obtener un
tamafo y textura adecuados (granos de arroz). Ulteriormente, se procede a
moldear la cuajada en moldes de plastico cilindrico, que se prensan a 1 atm de
presion manométrica (98-103 Pa) durante 1 h. Se incrementa la presion hasta 2
atm (196-203 Pa) durante la siguiente hora. Los quesos se introducen en salmuera
(17°Bé, 8°C) durante 15 h y los quesos se maduran en una camara de refrigeracion
a 12°C y 85% de humedad. Luego se sumergen en bafios de vino tinto de doble
pasta de forma semanal. El diagrama de flujo de la elaboracién del Queso de
Murcia al Vino se detalla en la Figura 3, donde se refleja el diagrama de flujo del

proceso.
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72-73°C durante 15-20 s

32-35°C

Agua ~38°C

Tamafio del grano ~6y 8
mm de didmetro

Salmuera de NaCl 17°B¢g, 8°C

Vino tinto de doble pasta

CaCl, y extracto
de cuajo liquido
de vacuno
comercial

Suero

Moldes de 2 0 1 Kg

2-4 horas: 1 atm, 1h;
2 atm, ~1h; pH 5,3

12°C y 85% de
humedad

Figura 3. Diagrama de flujo de la fabricacion del queso de Murcia al Vino
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IV.1.7. Determinacion de parametros fisicoquimicos de los Quesos de

Murcia al Vino
IV.1.7.1. Preparacion de muestras

Los parametros fisicoquimicos de los quesos se realizan después de 45
dias de maduracion, en el laboratorio del Area de Tecnologia de los Alimentos de

la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia.

Se cortan trozos de queso de ~150 g y se envasan en bolsas de plasticos a
vacio de 0,98 atm manométricas (104 Pa) en una cdmara de envasado INELVI
(500, Barcelona, www.inelvi.com) y se congelan a —80°C. Se procede a una previa
descongelacion de los quesos a una temperatura de refrigeracion (3-4°C) durante
24h, se elimina la corteza (+ 5 mm) y luego se trituran en una picadora Moulinex

(Espafa, www.moulinex.com).
IV.1.7.2. Determinacion de pH

Después de la trituracion de la muestra se pesan 5 g + 0,01 g en una
balanza (Gram Precision AHZ-3000, Barcelona) y se disuelve en un vaso de
precipitado con 30 mL de agua destilada, se agita en un multiagitador magnético
Selecta (Agimatic-N, Barcelona) durante 10 minutos, y se procede a la
determinacion de pH, la cual se realiza mediante un pH-metro Crison® (micropH
2001, Barcelona, www.crison.it) conectado a un electrodo combinado de vidrio
Crison® (52-02). El pH-metro previamente se ajusta a dos puntos con soluciones
estandar de pH 7,00 y 4,00 (Crison®) a temperatura ambiente y las medidas de
pH se realizan a la misma temperatura por duplicado.

IV.1.7.3. Determinacién del extracto seco total

Se pesan 3 g £ 0,1mg de la muestra de queso triturado y se mezclan con 10
g de arena de mar lavada y previamente desecada en una capsula de porcelana
mediante el empleo de una estufa de conveccion DVE (Heraeus D6450, Madrid,
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www.heraeus.es) a 105°C + 0,5 hasta peso constante segn la norma IDF (4A;
1982). Las muestras se analizan por duplicado.

IV.1.7.4. Determinacion del contenido proteico

La determinacion de la concentracion de nitrogeno total se realiza a partir
de 0,5 g £ 0,1mg de muestra mediante el método Kjeldahl, segin la norma IDF
(17837; 2008). La digestion de nitrogeno se hace en un digestor entre 6-8. La
destilacion, se lleva a cabo en un destilador automatico Blchi (323, Suiza,
www.buchi.com). La valoracion se completa mediante un valorador automatico
Metrohm 20 (702 SM Titrino, Suiza). Las mediciones para cada muestra de queso
se realizan por duplicado. El contenido en proteina se obtiene mediante la

siguiente ecuacion:

9%N= (V.0,14)/P
%PB=%N.6,38

N: nitrogeno total, P: peso de la muestra, PB: proteina bruta, V: volumen

del acido clorhidrico 0,1N gastado en la muestra.
IV.1.7.5. Determinacion de grasa

La determinacion de la grasa total se realiza mediante la digestion de la
muestra del queso con &cido sulfdrico en caliente y tratamiento con alcohol iso-
amilico, empleando el butirdbmetro de Van Gulik-Gerber segin la Norma ISO
(3433; 2008 b). Los butirébmetros se centrifugan 10 minutos mediante una
centrifuga Gerber Orto-Alresa (Lacter, Espafia) equipada con control automatico
de temperatura. La lectura del butirometro se realiza con una precision de 0,25% y

la lectura se realiza por duplicado.
IV.1.7.6. Determinacion de la actividad de agua (aw)

La actividad de agua (a,) del queso se realiza mediante el equipo
Novasina® (TH 200, Suiza) calibrado por disoluciones salinas saturadas
(LiCl-H,0 11%, KCH3COO 23%, MgCl,-6H,0 33%, Mg (NO3),:6H,O 53%,
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NaCl 75%, BaCl,-2H,0 90% y K,CrO7 98%). La muestra se coloca triturada en la
celda del aparato y se espera a que la lectura se estabilice (~1h). Esta
determinacion se realiza por duplicado de cada muestra de queso.

IV.1.8. Determinacion de la concentracion de polifenoles totales

Los polifenoles totales se determinan segun la técnica utilizada por
Capannesi et al. (2000). El conjunto de los fenoles totales del queso se oxidan por
el reactivo de Folin Ciocalteau (mezcla de acido fosfotingstico y acido
fosfomolibidico en un medio alcalino) y son reducidos por accion de los
polifenoles dando lugar a la formacion de 6xidos de tungsteno y molibdeno de
color azul. La coloracion azul producida posee una absorcion maxima cercana a

los 765 nm, proporcional al contenido en compuestos fendlicos.

Para la realizacion de la curva patrén, se prepara una mezcla de metanol:
agua (80:20 v/v), en una probeta, mezclando muy bien con una varilla. Se pesa 35
mg de acido galico, que se disuelven en un matraz aforado de 50 mL, enrasado
con la mezcla de metanol: agua (80:20), asi se obtiene una disolucién madre de
0,7 mg de acido gélico.mL™, a partir de la cual se elabora la curva patrén.

A 5 mL de la disolucion de acido galico se le afiade 2,5mL de Reactivo
Folin Ciocalteauy 5 mL de disolucion de 7,5% (p/v) de Na,COj3 en agua, la cual
se prepara, para obtener un volumen final de 100 mL (tomando 7,5 g de Na, CO3
y se enrasando con agua destilada hasta 100 mL).

A continuacion, se enrasa hasta los 50 mL con agua destillada, se tapa, se
agita y se deja los matraces en oscuridad durante 90 minutos, finalmente se
determina la absorbancia a 765 nm de longitud de onda en el espectrofotometro de
luz visible (Unicam Ltd.,Cambridge, Reino Unido), en la posicion fija.

A partir de la recta de calibrado se determina la concentracién de fenoles

totales en cada muestra.
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IV.1.9. Determinacion de las sustancias reactivas con el acido 2-
Tiobarbiturico (TBARS)

La determinacién de TBARSs en los quesos se realiza mediante el método

de destilacion segun el procedimiento de Tarladgis et al. (1960).

Se pesan 10 g de muestra en un vaso de precipitado de 50mL y se afiade
49mL de agua destilada y 1mL de disolucion al 7% de Butil-Hidroxi-Anisol
(BHA) en etanol (98%). La mezcla se homogeneiza durante 1 min con ultraturra
(Silent Crusher) y se vierte el contenido en un matraz esférico de 1L. Se afiade
45mL de agua destilada al vaso de precipitado para recuperar los restos que hayan
quedado. Se vierte el contenido al matraz esférico y afiaden 2,5 mL de HCI (4N);
se agregan 5-10 perlitas al matraz esférico para evitar que se pegue la muestra
durante el calentamiento. Se inicia la destilacion a 130°C, se coloca una probeta
de 50 mL para recoger el destilado, quitdindose la muestra cuando se hayan
recogido 50mL de destilado.

Los 50 mL del destilado se filtran y se afiaden 2,5 mL del filtrado con 2,5
mL de disolucion de Acido 2-Tiobarbitdrico al 0,8% (TBA) disuelto en agua de
10 mL. Para la muestra control o el blanco se mezclan 5 mL de agua destilada y 5
mL de TBA (0.8%) en un tubo con tapon rosca de 10 mL. Todos los tubos se
agitan y se calientan en agua hirviendo durante 35 min. Después se enfrian en
hielo durante 10 min, observandose que la disolucion adquiere un color rosa
caracteristico. Las lecturas se hacen empleando un espectrofotémetro (Unicam

Ltd.,Cambridge, Reino Unido) a una absorbancia de 532 nm.

Los valores de TBARs se expresan en mg MDA.Kg™ de muestra, el valor
de la absorbancia a 532 nm se debe multiplicarse por una constante de destilacion
(k) segun indica el protocolo de Tarladgis et al. (1960). Esta constante de
destilacion (k) tiene un valor experimental de 7,8 cuando se utiliza un volumen de
destilado de 5 mL para llevar a cabo la reaccion con 5 mL de TBA, cuando el
peso de la muestra es exactamente de 10 g ademas se tiene en cuenta que el

rendimiento de la destilacion es del 68%.
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C (mg MDA.Kg™ de queso) =Asgz; . k

La expresion de la constante de destilacion (k) es la siguiente:

concentracion en mol/ SmL del destilado

k(destilacion)= mol.peso del

densidad optical

107 100

X
ggo de la muestra I recuperado

malonaldehido x -

El valor del primer término de la curva estandar es 7,4x 108, cuando la

muestra es 10 g y 68% recuperado: k=7,8
IV.1. 10. Andlisis sensorial de los quesos experimentales

Los andlisis sensoriales de los quesos se realizan en la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Murcia, con la participacion de expertos
catadores del departamento de tecnologia de los alimentos, Facultad de
Veterinaria, junto con expertos catadores del Consejo Regulador de los quesos de
Denominacién de Origen de Murcia y Murcia al Vino con un total de 10
catadores. La sala de cata retne las caracteristicas especificadas en la norma
UNE-EN ISO (8589, 2010).

IV.1.10.1. Preparacion de muestras

De cada grupo de los quesos de 45 dias de maduracion, se eligen
aleatoriamente una pieza completa a una temperatura estable de 15°C. Cada pieza
se corta en dos mitades quedando una completa y la otra mitad se corta en forma
de cufias de ~8 mm de espesor que se sirven en platos de plasticos identificados
con 3 digitos.

IV.1.10.2. Analisis descriptivo cuantitativo

Si solicita a los catadores rellenar la ficha de cata (detallada en la Figura
4). Para la primera etapa se presenta a los catadores las mitades completas de los
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quesos para la realizacion de la fase visual donde se evalla la forma, corteza,

color de la pasta asi como el nimero y distribucion de los ojos.

En la segunda etapa se determinan las propiedades organolépticas y olfato-
gustativas en trozos de cada queso (se determinan los siguientes parametros: olor,

sabor, textura y gusto residual).

Las puntuacion se hace mediante el uso de una escala heddnica de 9
puntos, donde 1 punto significa que los quesos son defectuosos, 5 puntos indica
quesos normales, y 9 puntos se corresponde con quesos de muy buena calidad
organoléptica. Los catadores disponen de agua mineral y manzanas Granny-Smith

para eliminar el gusto residual entre muestras.
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Anélisis sensorial de los quesos de Murcia al Vino

Fecha

Numero de muestra; ...

Nombre del catador

Nota 1 5 9 Puntuacion total
Caracteristicas
Forma Muy irregular Regular Perfecta
Cantos
Cilindrico
Corteza Heterogénea Homogénea Muy homogénea
muy Limpia Muy limpia
enmohecida
Color granate
0scuro
Color de la pasta Heterogéneo Normal Perfecto
Ojos + 60 granos Hasta 60 granos | Max 30 granos
de arroz
Tamafio
irregular
Textura Muy blanda Flexible Perfecta
Muy dura
Olor No Franco Muy bueno
caracteristico
Sabor No Bueno Muy bueno
caracteristico
Gusto residual Desagradable Agradable Muy agradable

Gracias por su colaboracién

Figura 4. Ficha de cata para analisis sensorial de Quesos de Murcia al Vino
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IV.1.11. Andlisis de microbioldgicos
Los andlisis microbioldgicos de los quesos de cada muestra suplementada o
control se determinan mediante los recuentos de los siguientes parametros
microbiologicos.
La Tabla 12 se detalla los microorganismos investigados y la metodologia

aplicada para los recuentos asi como las normas aplicadas.
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Tabla 12. Microorganismos investigados en los quesos experimentales, normas aplicadas y algunos detalles técnicos empleados

Microorganismo Medio de cultivo Temperatura de Tiempo de Tipo de siembra Norma que aplica
incubacion (°C) incubacion (h)
Aerobios mesofilos Plate count agar 30,0+£1,0 72 En masa ISO 2003a estandar
(PCA) 4833
Enterobacteriaceae agar Biliado-Rojo Violeta- 370+£1,0 24-48 En masa (doble ISO 2004 estandar
Glucosa (VRBG) capa) 21528-2
Escherichia coli RAPID E.Coli 2 440+0,1 24 En masa ISO 2000 estandar
9308-1.
Salmonella spp. Rappaport-Vasiliadis (RV) 37,0 16-20 Preenriquecimiento ISO 2012 estandar
6579-2
Staphylococcus Baird Parker + 37,0+£1,0 48 En superficie ISO 1999 estandar
aureus (yema de huevo con 6888-2.

telurito)
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Tabla 12. (Continuacion)

Microorganismo Medio de cultivo Temperatura de Tiempo de Tipo de siembra Norma que aplica
incubacion (°C) incubacion (h)
Clostridium sulfito- Agar Sulfito 37,0 24 En masa ISO 2003b estandar
reductores Polimixina 15213
Sulfadiacina (SPS)
Listeria Caldo de Fraser 37,0+1,0 24 En superficie ISO 1998 estandar
Monocytogenes, sobre un agar 11290
(PALCAM)

levaduras y mohos: Oxytetracycline 18,0-20,0 120 En masa ISO 2008a estandar

Glucose Yeast 21527-1

Extract (OGYE)
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IVV.1.12. Anélisis de textura

Las propiedades de la textura de los quesos se determinan mediante un
analizador de textura TATX2 (State Micro System, Survey, Reino Unido) dotado
de una célula de carga de 245 N y con una sonda P100 (plato circular de 100 mm
de didmetro). Las muestras de queso se mantienen a una temperatura de 20°C
durante 3 h antes de someterlas al ensayo. Se extraen muestras ctbicas de 1 cm®
de cada una de los quesos de 45 dias de maduracion. Cada muestra se somete a
una deformacion longitudinal unitaria € = 0,01 durante 3 minutos empleando una
geometria de compresion cilindrica que aplica una carga de 245 N sobre la
muestra a una velocidad de 200 mm.min™. Los pardmetros de analisis de textura
registrados fueron dureza, adherencia, gomosidad, masticabilidad, cohesividad y
elasticidad medido por el software de compresion a 40% con velocidad pre-test
1,0 mm.s*, velocidad de prueba 0.4 mm.s™, puesto velocidad de ensayo 0,4 mm.s°
!y un descanso de 5 s entre dos ciclos (Ferrandini, 2006).

Los datos obtenidos a partir de la curva de fuerza de relajacion fueron
utilizados para calcular la fuerza maxima y residual, mientras que los datos
obtenidos a partir de la curva se utilizaron para el calculo de los pardmetros de
textura. Entre los pardmetros de textura, se expresé como dureza en la fuerza
maxima de la primera compresion, mientras que adhesividad se expres6 como el
area de la fuerza negativa para la primera mordedura o el trabajo necesario para
sacar la compresion del émbolo lejos de la muestra. La cohesividad es una medida
del grado de dificultad de la descomposicion de la estructura molecular interna. La
cohesion y elasticidad se informaron como cocientes entre las zonas bajas entre el
segundo y primera fuerza de compresion y la altura recuperada por la muestra
durante el tiempo que transcurre entre el final de la primera incision y la

iniciacion de la segunda (Buffa et al., 2001; Ferrandini, 2006).

IV.2. Influencia de la maduracién y el establecimiento elaborador en

la protedlisis y lipolisis del Queso de Murcia al Vino
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IV.2.1. Disefio experimental

Se recogen quesos de diferentes dias de maduracion de diferentes
establecimientos elaboradores de quesos registradas bajo el Consejo Regulador de
los Quesos de Murcia y Murcia al Vino. La Tabla 13 detalla los dias de
maduracion de los quesos y sus fabricantes. Las piezas de queso se separan segln
su origen y procedencia asi como los dias de maduracion e intervalo de

maduracion.

Tabla 13. Muestras de quesos analizadas

Muestras Productor Dias de maduracion Intervalo de

maduracion
1 A 94 2
2 A 93 2
3 B 70 1
4 B 71 1
5 B 69 1
6 B 70 1
7 C 79 1
8 C 95 2
9 C 90 2
10 C 91 2
11 D 100 2
12 D 99 2
13 E 89 2
14 E 60 1
15 E 66 1
16 E 64 1

A, B, C, D, E: establecimientos elaboradores de Quesos de Murcia al Vino registradas bajo el
Consejo Regulador de los Quesos de Murcia y Murcia al Vino, 1: de 60 a 80, 2: de 80 a 100 dias
de maduracion.
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IV.2.2. Determinacion de las fracciones nitrogenadas

A partir del nitrégeno total contenido en las muestras de queso, se estudian
las fracciones nitrogenadas solubles siguientes segin la norma FIL-IDF (25;
1964), (Butikofer et al., 1993):

- Fraccion soluble en agua (WSN)

- Fraccion soluble en acido tricloroacético (TCA) al 12% p/v (TCASN
12%)

- Fraccion soluble en acido fosfotungstico (PTA) al 5% p/v (PTASN 5%)

Todas las determinaciones se realizan por duplicado para cada una de las

muestras de queso analizadas.
IV.2.2.1. Fraccion nitrogenada soluble en agua (WSN)

Se pesan en una balanza analitica 25 g (x 0,1 mg) de queso triturado y se
introducen en una bolsa plastica conteniendo 125 mL (x 0,01 mL) de agua
destilada a 40°C. Luego se homogeniza la mezcla en un triturador mecanico UL
Instruments (Masticator, Barcelona) durante 5 min. A continuacién se introduce
en un bafio termostatizado durante 1 h a 40°C. El contenido de la bolsa, se
centrifuga durante 43 min a 8.200 r.p.m. y 4°C mediante una centrifuga Selecta
(Medifriger-BL, Barcelona).

El liquido sobrenadante, de aspecto ligeramente turbio, se filtra a través de
lana de vidrio y el filtrado (WSN) se utiliza para determinar el contenido de

nitrégeno.
IV.2.2.2. Fraccion nitrogenada soluble en TCA 12% (TCASN 12%)

Para obtener esta fraccion soluble se mezclan en un Erlenmeyer,
volimenes iguales de WSN y de una disolucion acuosa de TCA al 24% plv.

Después de agitar se deja reposar durante 2 h a temperatura ambiente. Pasado este
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tiempo se filtra mediante papel Whatman N° 40 y el liquido transparente obtenido
(TCASN) se utiliza para determinar su contenido de nitrégeno.

IV.2.2.3.Fraccién nitrogenada soluble en acido fosfotingstico al
5% p/v (PTASN)

Esta fraccion nitrogenada soluble, se obtiene mezclando en un Erlenmeyer
5 mL de WSN con 3,5 mL de H,SO,4 3,95 M y 1,5 mL de disolucion acuosa de
acido fosfotingstico de 33,3% p/v. Se agita la mezcla y se deja reposar durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se filtra con papel Whatman N° 40 vy el
filtrado obtenido (PTASN) se emplea para determinar su contenido en nitrégeno.

IV.2.3. Determinacion de aminodcidos libres (AAL)

A partir de la fraccion WSN de cada una de las muestras de queso se
realiza una precipitacion selectiva segun la técnica publicada por Jones et al.
(1981), empleando acido sulfosalicilico al 10%, se refrigera a 1°C 17 horas y filtra
(poro 0,2 mm). El filtrado se derivatiza en una columna con oftaldialdehido
(OPA) segun el mismo autor. Luego se mezclan 25 mg de OPA en 625 pL de
metanol absoluto, 25 pL de 2-mercaptoetanol y 5,6 mL de borato sédico 0,4 M.
Se deja en oscuridad 24 horas antes de su uso y se adiciona 5 pL de 2-
mercaptoetanol cada dos dias para mantener la fuerza del reactivo. La “Precolumn
derivatization” se realiza mezclando 25 pL de muestra + 25 uL de solucion de
sodio dodecil sulfato (SDS) al 2% en borato sodico 0,4M (pH=9,5) + 25 uL de
solucion de OPA, se deja reaccionar 1 min y la reaccion se detiene con 50uL del
buffer fosfato potasico 0,1M (pH 4,6). EI volumen de inyeccion de la mezcla es
de 20 uL.

Para la separacion cromatografica se utiliza una columna eclipse XDB-
C18 (5u/4,6x250m/m), acondicionada a 30°C. La configuracion del detector de
fluorescencia (RF-10A XL) es la siguiente: excitacion: 340 nm, emision: 450 nm,

respuesta: 0,5 s, ganancia: x1 y sensibilidad: media.
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El gradiente de elucién usado para la separacion de los derivados del OPA
fue: solvente A: tetrahidrofurano: metanol: acetato sodico 0,05 M y pH 59
(1:19:80), y solvente B: metanol: acetato sodico 0,05 M y pH 5,9 (80:20). El
programa de gradientes fue definido de la forma siguiente: composicion inicial 0
% B, paso isocratico a 0% de B durante 1 minuto, paso lineal hasta 14 % de B en
5 minutos, paso isocrético de 14 % de B durante 5 minutos, paso lineal hasta 50 %
de B en 5 minutos, paso isocratico de 50 % de B durante 4 minutos, paso lineal
hasta 100 % de B en 12 minutos, paso isocratico de 100 % B durante 8 minutos.

El flujo de operacién se fijé en 1,2 mL.min™.

Finalmente los aminoécidos libres son identificados de acuerdo a sus
tiempos de retencion mediante comparacion con el cromatégramo de la solucion
estandar. En este estudio la muestra se inyecta una vez y por lo tanto los AAL no

se estudian estadisticamente.
IV.2.4. Determinacién de acidos grasos libres (AGL)

Los &cidos grasos libres en la grasa de quesos se determinan mediante el

método detallado por Chavarri et al. (1997).

A 1 g de queso se triturado se le agregan 3g de sulfato sédico anhidro
luego se le adicionan 0,3 mL de H,SO,4 2,5 M y finalmente afiadieron 1 mL de la
solucion del patrén interno. La solucion del estandar interno constituido por
acidos pentanoico (Cs:), nonanoico (Cg) y heptadecanoico (Ci7). Los lipidos
fueron extraidos tres veces con 3 mL de éter dietilico- heptano (1:1 v/v). Después
de cada extraccion, la solucién fue clarificada por centrifugacion. Las fases
orgénicas fueron recolectadas e introducidas en una columna de fase aminopropil-
consolidado, previamente equilibrada con 10 mL de heptano. Los triglicéridos
(TG) se eluyeron con 10 mL de cloroformo propanol (2:1, v/v) y los acidos grasos
libres (AGL) se eluyeron con 5 mL de éter dietilico que contiene 20 mL de acido
formico. La separacion de los TG de los AGLs en el eluyente fue realizada por
capa cromatografia fina en placas de gel de silice, usando trihexadecanoin, acidos

octanoico y hexadecanoico como estandares. La fraccion de AGL de la columna
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de fase aminopropil-unida se inyecta directamente en el cromatografo de gases
(modelo 5890, serie Il, equipado con detector de Ilama de ionizacion (Hewlett
Packard, E-28230, Las Rozas, Madrid, Espafia). Los AGLs individuales no
derivatizados se separaran en una columna capilar de silice fundida (25 m x 0,32
mm) revestida con una pelicula de polietilenglicol de 0,52 um de espesor. La
velocidad de flujo de gas (helio) fue de 2 mL.min, la temperatura se increment6
desde 65 hasta 240°C con 10°C.min™, después se mantiene a 240°C durante 20
min. Se determinaron los factores de respuesta para cada &cido graso
individualmente con los &cidos grasos libres Cs.g, Coo Y Ci7:0 cOmMo estandares
introducidos.

1V.3. Andlisis estadistico

El programa estadistico empleado ha sido el Minitab software (version 16,
Minitab Inc. USA) y analisis de ANOVA para el analisis de variaciones
significativas entre muestras y estudios, test de Tukey para los niveles menores a
0.05 y analisis de contrastes del software STATISTIX.
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Influence of ripening on proteolysis and lipolysis of Murcia al Vino cheese

Khalid Boutoial, Yanilka Alcantara, Silvia Rovira, Victor Garcia, Eduardo
Ferrandini, M? Belén Ldpez

International Journal of Dairy Technology (2013%), 66: 366-372

Doi: 10.1111/1471-0307.12024

ABSTRACT:

The aim of this study was to evaluate the influence of five different manufacturers and
two ripening periods on the proteolysis and lipolysis patterns of Murcia al Vino goat cheese. The
manufacturers significantly affected the water activity (a,), pH, dry matter and fat content, several
nitrogen fractions: water soluble nitrogen (WSN), trichloroacetic acid (12% wi/v) soluble nitrogen
(TCASN) and phosphotungstic acid (5% w/v) soluble nitrogen (PTASN); also the free amino acid
(FAA) and free fatty acid (FFA) contents, with the exception of Cgo, Cieo and Cygy. Different
ripening periods significantly affected the dry matter content, WSN and PTASN and all FAA,

except serine.

En el presente articulo he sido responsable de la preparacién de muestras,
los analisis fisicoquimicos y el tratamiento de datos mediante el analisis
estadistico de los resultados bajo de la supervision del Dr. Eduardo Ferrandini.
Asimismo, he redactado el manuscrito con la ayuda de Dra. Silvia Rovira y bajo
de la supervision de Dra. M?® Belén Lépez Morales, y he realizado las
modificaciones propuestas por los revisores y el editor de la revista International
Journal of Dairy Technology.
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Effect of feeding goats with rosemary (Rosmarinus officinalis spp.) by-
product on milk and cheese properties

Khalid Boutoial, Eduardo Ferrandini, Silvia Rovira, Victor Garcia, M? Belén
Lopez

Small Ruminant Research (2013"), 112: 147-153
http://dx.doi.org/10.1016/j.smallrumres.2012.12.002

ABSTRACT:

The aim of this work was to study the influence on the physicochemical composition and
somatic cells count (SCC) of pasteurized goat milk and Murcia al Vino cheese from supplements
goat feed with different levels (10 and 20%) of distilled Rosmarinus officinalis spp. leaves. The
20% of rosemary supplementation reduced the milk clotting time, dry matter and lactose milk
content. The 10% of rosemary supplementation decreased the percentage of Cy4 and increased the
Cig, and PUFA content, while the 20% rosemary supplementation decreased the C,y and Cyy4
content, and increased the percentage of C;;, Cig, and PUFA. Significant differences were
observed for the protein content, pH and aw of cheeses from the 20% rosemary supplementation.
No significant differences were determined for cheese yield, microbiological count and sensory
parameters, except for odor between the control and the cheese manufactured with milk from the
10% supplementation group. It is concluded that the milk obtained after rosemary supplementation

can be regarded as healthier and shows greater technological suitability for cheese making.

En el presente articulo, he realizado los analisis fisicoquimicos de la leche
y quesos asi como la expresion de los resultados y analisis estadisticos con la
ayuda del profesor Eduardo Ferrandini y Dra. Silvia Rovira, he sido el
responsable de la redaccion del manuscrito bajo de la direccion de la Dra. M?
Belén Ldpez Morales. Realizando todas las modificaciones que los revisores
propuesto para la aceptacion de este articulo a la publicacién en la revista Small

Ruminant Research.
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Effect of feeding goats with distilled and non distilled thyme leaves
(Thymus zygis subp gracilis) on milk and cheese properties
Khalid Boutoial, Victor Garcia, Silvia Rovira, Eduardo Ferrandini, Abdelkhalek

Oussama and Maria Belén Léopez

Journal of Dairy Research (2013°), 80: 448-456
Doi: 10.1017/S0022029913000459

ABSTRACT:

The aim of this study was to evaluate the effect of feeding goats with distilled and non
distilled thyme leaves (Thymus zygis subsp gracilis) on the physicochemical composition and
technological properties of pasteurized goat milk, and on the physicochemical composition,
phenolic content, oxidative stability, microbiology, sensory and texture profile of Murcia al Vino
goat cheese. One group of goats was fed the basal diet (control), the second and third groups were
fed with different levels of distilled (10 and 20%) or non distilled (3.75 and 7.5%) thyme leaves.
Goat milk physicochemical composition was significantly affected by the substitution of 7.5% of
basal goat diet with non distilled thyme leaves (increase in fat, protein, dry matter and PUFA
content), while goat milk clotting time was increased significantly by the introduction of 20%
distilled thyme leaves, which reduces its technological suitability. Microbiology, sensory and
texture profiles were not affected by the introduction of distilled thyme leaves. The introduction of
distilled and non distilled thyme leaves as an alternative feed to diet can lead to an inhibition of
lipids oxidation. The introduction of distilled and non distilled thyme leaves into goat’s diet can be
successfully adopted as a strategy to reduce feeding costs and to take advantage of the waste from

the production of essential oils, minimizing waste removing costs and the environmental impact.

En el presente articulo, mi participacion ha estado centrada en la
realizacion de los analisis fisicoquimicos de la leche y los quesos, asi como en el
tratamiento de los datos obtenidos relacionados a la leche con la ayuda del
profesor Eduardo Ferrandini y Dra. Silvia Rovira que también han participado en
la expresion de los resultados y andlisis estadisticos realizados. La redaccion del
manuscrito lo he realizado bajo de la direccién de la Dra. M? Belén LOpez
Morales y Dr. Oussama Abdelkhalek. Siendo responsable de realizar las
modificaciones que los revisores han propuesto para la aceptacion de este articulo

a la publicacion en la revista Journal of Dairy Research.
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Influence of feeding goats with thyme and rosemary extracts on the
physicochemical and sensory quality of cheese and pasteurized milk

Khalid Boutoial, Silvia Rovira, Victor Garcia, Eduardo Ferrandini, M? Belén
Lopez

Nova Science Publisher, Goats: Habitat, Breeding and Management, Diego E.
Garrote and Gustavo J. Arede (2012):125-136.

ISBN: 978-1-61942-932-1

ABSTRACT:

The use of natural antioxidants and flavenoids from byproducts derived from aromatic
plants can be considered as an alternative to using synthetic antioxidants in the food and
pharmaceutical industries. In this sense, feeding goats with aromatic plant byproducts constitutes
an interesting option for goat husbandry which increase the quality of the final products while
reducing feeding costs. In this chapter feeding goats with Thymus zygis spp. and Rosmarinus
officinalis spp. by-products was studied to determine the influence on the physicochemical
composition (dry matter, fat and lactose content), cryoscopic point, somatic cells count of
pasteurized goat milk, and on the physicochemical composition, microbiology and sensorial
analysis of Murcia al Vino cheese as a goat-derived product. In milk significant differences were
observed in dry matter, protein and lactose contents while no significant differences were showed
in fat, somatic cell count or cryoscopic point. In Murcia al Vino goat cheese no significant
differences were determined in any of the physicochemical and microbiological parameters,
although significant differences were observed after the sensory analysis, mainly in texture, taste
and overall acceptance. The cheese produced with goat milk supplemented with Thymus zygis spp
by-products showed higher overall acceptance. Both products can be considered of interest for

contributing to the range of healthy foods increasingly demanded by consumers.

En el presente articulo participe en el disefio experimental, puesta a punto
de la metodologia y en la realizacion de anélisis fisicoquimicos a los quesos
elaborados. He procesado y analizando las estadisticas de datos obtenidos en
colaboracion con Dra Silvia Rovira y Victor Garcia, realicé el conjunto del
analisis experimental con la colaboracion del doctor Eduardo Ferrandini, el

analisis estadistico y su interpretacion. Redaccién del manuscrito bajo la
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Resumen global

El Queso de Murcia al Vino es uno los quesos de cabra més significativos
de Esparia, esta afirmacion se confirma por el elevado volumen de exportacion en
los ultimos afios. Segun el informe del Consejo Regulador de los Quesos de
Murcia y Murcia al Vino, en el afio 2011 la cifra de exportacion fue de 244.616
kg, siendo Estados Unidos el mayor importador de este tipo de queso (71,36% de
la produccion total). Estas cifras son un exponente de la calidad alcanzada por este
queso de cabra, que se define como un queso tierno, cremoso, con aroma lactico,
suave Yy corteza caracteristica violacea debido a los bafios de vino tinto doble pasta
que recibe. Desde su inicio el Consejo Regulador de la Denominaciones de
Origen ha tenido como objetivo la mejora de la calidad para lo que ha contado con
la colaboracion de la Universidad de Murcia, concretamente del Grupo de
Investigacion E-098-04, fruto de esta colaboracién es la presente Memoria de
Tesis Doctoral.

Uno de los primeros estudios realizados constituye el primer articulo de esta
Memoria de Tesis Doctoral (Boutoial et al., 2013%) donde se analizan los
resultados derivados del analisis de la influencia de la maduracion y el
establecimiento elaborador en los pardmetros fisicoquimicos, protedlisis y
lipolisis del Queso de Murcia al Vino. Los resultados del estudio determinan que
el establecimiento elaborador modifica significativamente el contenido de materia
seca, pH, grasa y ay, no variando el contenido en proteina. Se observa una gran
heterogeneidad en los valores de los parametros fisicoquimicos estudiados, que
puede ser debida a las variaciones de la materia prima utilizada y a modificaciones
tecnoldgicas del proceso de elaboracién. EI pH maés alto observado en los quesos
objeto de este estudio puede ser debido a la baja actividad fermentativa de la flora
microbiana ¢ a un intenso lavado de la cuajada. No obstante los valores de pH
observados en este estudio son inferiores a los determinados por Tejada et al.
(2008) para el mismo tipo de queso después de 60 dias de maduracion.

En relacion con la proteolisis, el establecimiento elaborador condiciona los
resultados obtenidos para las fracciones nitrogenadas (solubles en agua, acido
tricloroacético y en acido fosfotingstico). Los elevados valores de la fraccion
soluble en agua (WSN) pueden estar relacionados con la actividad residual del

cuajo asi como con la accion de proteinasas enddgenas de la leche en la matriz del
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queso, indicando que valores elevados de WSN reflejan una mayor actividad
proteolitica en el queso (Ferrandini et al.,2011).

Se observa que el nivel de maduracién influye significativamente en los
valores de la fraccion soluble en agua (WSN) y acido fosfotingstico (PTASN), no
influyendo en los valores alcanzados de la fraccion soluble en acido
tricloroacético (TCASN). Los niveles de WSN, TCASN y PTASN obtenidos en
este estudio no difieren de los publicados por Lopez et al. (2012) para el mismo
queso de 45 dias de maduracién. Asimismo, se ha observado que no hay
modificacion de los parametros indicadores de protedlisis hasta los 80 dias, con
un contenido de aminoacidos libres similares a los obtenidos para el mismo queso
por Abellan et al. (2012). No obstante una vez que se superan los 80 dias de
maduracion, aumenta la actividad proteolitica en los quesos, que favorece la
generacion de sabores y texturas no deseadas para este tipo de queso. En este
sentido, se observa un incremento de las concentraciones de aminoacidos libres,

particularmente aquellos responsables del sabor amargo como la histidina.

En relacion con el perfil de &cidos grasos de los quesos analizados en este
estudio, se determina que el establecimiento elaborador influye significativamente
en el contenido de los acidos grasos libres (AGL) con la excepcion de Cy4, Cig Y
Ci61. El establecimiento elaborador modifica significativamente el contenido de
los &cidos grasos de cadena media (AGCM) y de cadena larga (AGCL), no
modificando el contenido en &cidos grasos de cadena corta (AGCC) e insaturados
(AGI). El grado de maduracion de los quesos influye significativamente en el
contenido de &cidos grasos de cadena corta, la concentracion mas elevada de estos
acidos grasos se alcanza entre los 80-100 dias de maduracién, modificando el
perfil sensorial de los quesos obtenidos ya que da lugar a la aparicion de un sabor

picante no caracteristico de esta variedad de quesos.

Actualmente, existe un interés creciente en la incorporacion de compuestos
secundarios presentes en plantas aromaticas como herramientas para mejorar la
calidad de la leche y la carne. A esta nueva tendencia hay que unirle el aumento

de la demanda de alimentos saludables de los consumidores, que al mismo tiempo
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rechazan el empleo/incorporacion de antioxidantes sintéticos en los mismos, por
los efectos perjudiciales que los mismos puedan ejercer en la salud humana. En la
Region de Murcia el Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo
Agroalimentario (IMIDA) ha realizado estudios de caracterizacion de plantas
aromaticas y en colaboracion con la Universidad de Murcia plantearon un
proyecto de investigacién centrado en la introduccién de subproductos y hojas
frescas de plantas aromaticas en la dieta de cabras de raza Murciano-Granadina
para evaluar el efecto en la leche y el queso elaborado a partir de las mismas,
dicho estudio ha constituido el pilar sobre el que se han sustentado los articulos
restantes de esta Memoria de Tesis Doctoral.

La inclusion de plantas aromaticas y/o sus subproductos ha sido aplicado
con éxito en la alimentacion animal con el objetivo de mejorar la calidad de
productos alimentarios (Savoini et al., 2003; Jordan et al., 2010; Nieto et al.,
2010-2011-2012; Chiofalo et al., 2012). Ademas, la Region de Murcia se
caracteriza por una elevada produccion de aceites esenciales de plantas
aromaticas, cuyos subproductos derivados de la destilacién generan grandes
problemas medioambientales. Por este motivo se plantea la reutilizacion de dichos
subproductos con el fin de mejorar la calidad de la leche y proporcionar un valor

afiadido a la leche y Queso de Murcia al Vino.

El segundo objetivo de esta Tesis Doctoral (Boutoial et al 2013°) consiste
en evaluar la influencia de la sustitucion de 10% y 20% de la dieta basal de cabras
(Murciano-Grandina en sus periodos de lactacién) con subproductos del romero
(Rosmarinus oficinales spp.) en leche pasteurizada y Queso de Murcia al Vino. En
este estudio se determinan los siguientes pardmetros fisicoquimicos vy
tecnoldgicos: punto crioscopico, rendimiento quesero y tiempo de coagulacion,
recuento de células somaticas, acidos grasos totales en leche, analisis
fisicoquimicos y sensoriales del queso. Se determina que el contenido de proteina
y grasa de la leche pasteurizada de cabra no se modifico por la introduccion del
subproducto de romero en la dieta. Estos resultados coinciden por lo sefialado por
Savoini et al. (2003), cuando suplementan la dieta de cabras de la raza Saanen con

extracto de romero (6% y 12% en la dieta basal) aunque difieren en el
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comportamiento de la materia grasa de la leche procedente de dicha
suplementacion. El contenido de materia seca y lactosa de leche disminuyen por

la suplementacion de la dieta con 20% de subproducto de romero.

El recuento de células somaticas (SCC) no se modifica por la
suplementacion de la dieta con subproducto de romero, obteniendo en este estudio
valores inferiores a los determinados por las organizaciones internacionales
(FDA; Food and Drug Administration). No obstante, se determina un menor
tiempo de coagulacion en la leche obtenida de la suplementacion de la dieta de
cabras con un 20% de subproducto de romero al 20%, por lo que da lugar a una
cuajada mas firme que el resto de muestras de leche (control y 10% de
suplementacion). Segun Chiofalo et al. (2012) la suplementacion con un mayor
porcentaje de romero se relaciona con menor tiempo de coagulacion de la leche,
que puede proporcionar una mayor aptitud tecnologica de la leche para la
elaboracion de queso, ya que segun Calvo et al. (2003) el proceso de coagulacion
de la leche es uno de los principales parametros a considerar durante la
fabricacion del queso.

La suplementacion de la dieta de cabras con subproductos de romero (10%
y 20%) no modifico el contenido de acidos grasos saturados (SFA), pero
incrementd el contenido de 4&cidos grasos poliinsaturados (PUFA). Estos
resultados coinciden con los resultados publicados por Zhao et al. (2008), que
introdujo la vitamina E como antioxidante en la dieta de vacas Holstein.
Asimismo, Gillian et al. (2008), explican que las dietas que tienen un nivel mas
alto de acidos grasos saturados pueden estar asociados con enfermedades
cardiovasculares, siendo recomendable el consumo de dieta ricas en acidos grasos
poliinsaturados. En este trabajo se concluye que la suplementacion de la dieta de
cabras con subproductos del romero proporciona un valor afiadido a la leche

obtenida y supone un beneficio para el consumidor.

En relacién con la composicion fisicogquimica de los quesos obtenidos
después de la suplementacion de la dieta con subproductos del romero, se

determina que la suplementacion con ambas concentraciones no modifica el
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contenido graso del Queso de Murcia al Vino, modificando los valores de pH,
proteinas y ay. El valor de pH mas elevado se determina en los quesos elaborados
con leche procedente de dietas suplementadas, resultado que pueden estar
relacionado con un menor grado de fermentacion resultado de la actividad
antimicrobiana de los compuestos polifendlicos del romero, lo que reduce la
concentracion de &cido lactico retenida en la cuajada del queso. Sin embargo, la
administracion del romero en la dieta de cabras no afecta los pardmetros
microbiologicos estudiados del queso ya que no se observan diferencias
significativas entre los quesos control y los derivados de la leche obtenida tras la

suplementacion.

El andlisis sensorial de los quesos a través de un panel de cata entrenado y
observd que la dureza de los quesos elaborados con leche obtenida tras el 10% de
la suplementacion de la dieta fue superior a la alcanzada por los quesos control y
aquellos derivados de un dieta suplementada con 20% de subproducto de romero,
esta mayor dureza observada difiere de las caracteristicas texturales que deben de
poseer el Queso de Murcia al Vino, que se caracteriza por una textura elastica y
cremosa (Abellan et al., 2012). El sabor residual del queso producido tras
suplementar la dieta con 10% de subproducto de romero se puntia mas alto en
comparacion con el queso control y derivado tras suplementar la dieta con 20%,
que confirma el fuerte sabor residual percibido por los panelistas en el queso
elaborados con leche cuya dieta ha sido suplementada con 10% de romero, este
resultado difiere del obtenido por El-Din et al. (2010), donde las puntuaciones
mas elevadas se obtuvieron en quesos que habian sido suplementados con extracto

de romero.

El tercer objetivo de esta Tesis Doctoral se alcanza con los resultados
derivados del tercer articulo (Boutoial et al., 2013°), donde se evalua el efecto de
la suplementacion de la dieta de cabras de la raza Murciano-Granadina con hoja
de tomillo (Thymus zygis subp gracilis) destiladas (10% y 20%) o frescas (3,75%
y 7,5%) sobre paradmetros fisicoquimicos, tecnologicos y perfil de acidos grasos
totales de la leche asi como los parametros fisicoquimicos, sensoriales, textura y

la estabilidad oxidativa del Quesos de Murcia al Vino elaborados. En este trabajo
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se determina que todas las suplementaciones con hojas de tomillo destilado o sin
destilar afectan a todos los parametros fisicoquimicos de las leches producidas,
obteniendo diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de coagulacion
de la leche entre el control y las leches derivadas de dietas suplementadas. Las
leches producidas por cabras alimentadas con dietas suplementadas con hojas de
tomillo destiladas exhiben un tiempo de coagulacién menor que la leche control y
que aquellas suplementadas con hojas de tomillo sin destilar y por lo tanto se
concluye que la suplementacién con hojas destiladas de tomillo da lugar a la
obtencion de leche que exhibe una mayor aptitud tecnoldgica para la elaboracion
de queso.

Los valores de acidos grasos poliinsaturados son significativamente
superiores en leche de cabras alimentadas con dietas suplementadas frente a la
leche control. Los resultados coinciden con lo sefialado por Kraszewski et al.
(2004), que introdujo una mezcla de hierbas (hierbabuena (Mentha piperita L.),
pensamiento silvestre (Viola tricolor L), manzanilla (Matricaria chamomilla L.),
ortiga (Urtica dioica L.), milenrama (Achillea millefolium L.) y tomillo francés
(Thymus vulgaris L.)) ricas en antioxidantes en la dieta de vacas lecheras. La
introduccién del tomillo en la dieta podria inhibir la oxidacion de los dobles
enlaces de los acidos grasos poliinsaturados de la leche, posiblemente debido a la
accion de los compuestos fendlicos del tomillo transferidos de la dieta.

De forma similar a la leche, la suplementacion de la dieta de cabras con
hojas destiladas o sin destilar del tomillo modifica estadisticamente los pardmetros
fisicoquimicos de los quesos obtenidos. En comparacion con otros trabajos
realizados (Foda et al., 2010; Abbeddou et al., 2011) se puede afirmar que la
inclusion de hojas de tomillo fresco en las dietas de cabra tiene un efecto diferente
al obtenido aplicando aceites esenciales o plantas arométicas. Se determina
ademas que la suplementacion con tomillo no afecta a los parametros
microbioldgicos del queso analizados. Los resultados de este trabajo difieren con
los resultados publicados por Smith et al. (2001) que determinan la inhibicién del
crecimiento de algunos microorganismos como resultado de una suplementacion

con aceites esenciales del Thymus vulgaris en queso de pasta blanda.
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Se determinan diferencias significativas en el contenido de compuestos
fendlicos totales (expresados en mg equivalentes de acido galico) donde el valor
superior se determina en el queso suplementado con 7,5% de hojas de tomillo sin
destilar. Jordan et al. (2010) determinan la transferencia de los compuestos
fendlicos del romero procedentes de la dieta de cabras a la leche, que coincide por
lo valores determinados en nuestro estudio ya se observa que los compuestos
fenolicos del tomillo pasan de la dieta a la leche y posteriormente al queso

elaborado a partir de las mismas.

Otros estudios realizados con extractos o aceites esenciales de tomillo
confirman el poder de estos componentes como antioxidantes y antimicrobianos
(retrasan la formacion de radicales libres) (Rota et al., 2008; Nieto et al., 2012).
Los resultados derivados de nuestro estudio muestran diferencias significativas en
el contenido de acido tiobarbiturico (TBARS) en todos los quesos suplementados,
en comparacién con el queso control, indicando que los polifenoles que se
transfieren de la dieta de cabras a la leche y al queso retrasan la formacion de
radicales libres que disminuye la oxidacion del queso. Ademas, se determina que
la mayor proteccion del queso frente a la oxidacion se alcanza en aquellos quesos
que tienen un elevado nivel de polifenoles y que proceden de una
suplemenetacion de la dieta de cabras con 7,5% de tomillo sin destilar. Por lo
tanto, es posible administrar el tomillo destilado y sin destilar como una
alternativa a los granos en la dieta de cabras con el fin de aumentar la estabilidad

oxidativa del Queso Murcia al Vino.

El analisis sensorial de los Quesos de Murcia al Vino suplementados y el
control fueron analizados por un panel entrenado y los resultados demostraron que
el queso mejor valorado por los panelistas fue el queso producido a partir de leche
suplementada con 20% de hojas de tomillo destilado, con mayores puntuaciones
en la fase olfato-gustativa. Aunque, los quesos producidos tras la suplementacion
de la dieta con 7,5% del tomillo sin destilar tenian una mayor estabilidad a la

oxidacion y mejor perfil fisicoquimico fue el menos valorado por el panel de cata.
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El cuarto articulo de esta Memoria de Tesis Doctoral (Boutoial et al., 2012)
compara la influencia de la suplementacion de la dieta de cabras de la raza
Murciano-Granadina con subproductos de la extraccion del romero (Rosmarinus
oficinales) y el tomillo (Thymys zygis sub gracilis) en la leche y Queso de Murcia
al Vino. No se determinan diferencias estadisticamente significativas en los
pardmetros fisicoquimicos estudiados de leche derivada de la suplementacion de
la dieta, sin embargo la incorporacion de subproductos derivados del tomillo
disminuye el extracto seco y materia grasa de la leche. La suplementacion de la
dieta no modifica las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas estudiadas
en los Quesos de Murcia al Vino elaborados.

El andlisis sensorial realizado de los quesos observamos que no existen
diferencias significativas en los atributos sensoriales estudiados, excepto para la
textura y sabor alcanzando los quesos obtenidos con la leche de animales
suplementados con subproductos del tomillo valores mas elevados en dichos
atributos, al igual que en la valoracién global de los mismos. Podemos concluir
que en base a la aceptacion general el queso procedente de la leche derivada de la
suplementacion de la dieta con subproducto del tomillo es el queso mas apreciado

por los expertos catadores.
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PRIMERA: EIl establecimiento elaborador del Queso de Murcia al Vino
influye significativamente en la composicion fisico-quimica, excepto en el
contenido de proteina, asi como en la protedlisis y lipolisis de los quesos

estudiados.

SEGUNDA: La evolucion de los parametros fisicoquimicos, protedlisis y
lipolisis durante la maduracion del Queso de Murcia al Vino, indica que un
periodo de maduracion de 80 dias no modifica el perfil fisicoquimico de los
quesos estudiados, mientras que un tiempo de maduracion superior da lugar a la
aparicion de aminodcidos y &cidos grasos libres responsables de sabores

desagradables en el queso.

TERCERA: La suplementacion de la dieta de cabras de raza Murciano-
Granadina con 20% de subproductos de romero modifica el perfil lipidico de la
leche, incrementando el contenido de &cidos grasos poliinsaturados y aumentando

la adaptabilidad tecnoldgica de dicha leche.

CUARTA: El Queso de Murcia al Vino elaborado a partir de leche de
cabras alimentadas con dieta suplementada con subproducto del romero, muestra
diferencias en las caracteristicas organolépticas de los quesos elaborados,
alcanzando mejores puntuaciones en la valoracion global los quesos elaborados
con leche procedente de animales suplementados con 20% de subproductos

derivados del romero frente al 10% de suplementacion.

QUINTA: La suplementacion de la alimentacion de cabras de raza
Murciano-Granadina con hojas de tomillo destilado o sin destilar modifica los
parametros fisicoquimicos estudiados e incrementa el contenido de compuestos

fenélicos en la leche.

SEXTA: La inclusion de hojas de tomillo sin destilar en la dieta de cabras
de raza Murciano-Granadina produce leche con mayor contenido en acidos grasos

poliinsaturados, mejorando la aptitud tecnoldgica de la leche al suplementar con
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subproductos destilados del tomillo siendo los quesos derivados de esta

suplementacion los mejor valorados por el panel de catadores.

SEPTIMA: La suplementacion de la dieta de cabras de raza Murciano-
Granadina con subproductos del tomillo 6 de romero influye en la composicién
fisico-quimica de la leche pero no en los parametros fisicoquimicos del queso
elaborado a partir de la misma. Se determina que el queso mas apreciado por los
expertos catadores es aquel derivado de la suplementacion de la dieta con

subproductos del tomillo.

OCTAVA: La suplementacién de la dieta de cabras Murciano-Granadina
con subproductos de tomillo y/o romero es un posible estrategia a adoptar por el
sector productivo para reducir costes de alimentacion animal asi como para la

obtencion de productos con valor afiadido para el consumidor.
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