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RESUMEN
El objetivo de este estudio ha sido conocer el efecto de la inclusién de hoja de
limon y paja de arroz en la alimentacion de cabras lecheras sobre la calidad de
la leche y las caracteristicas del queso Tronchon. Para ello se emplearon 2
grupos de cabras de raza Murciano Granadina de 13 animales cada uno que
fueron alimentadas con una dieta tipo (dieta Control) y otra suplementada con
dichos residuos agricolas (dieta Limon). Se utilizé un disefio cruzado con dos
periodos experimentales de 7 dias de duracién, precedidos por un periodo de
adaptacion al alimento de una semana, en los que se realizaron cuatro
fabricaciones de queso Tronchdn cuyas caracteristicas fueron evaluadas al
finalizar el proceso de maduracion. La leche procedente de las cabras
alimentadas con la dieta Limén presenté un mayor contenido en materia grasa
(5,86+0,09% vs 4,56+0,09%) y extracto seco (15,81+0,14% vs 13,87+0,14%)
que la leche del grupo Control, asi como un menor contenido en &cidos grasos
de cadena corta (5,26+0,08% vs 5,66+0,08%). Los quesos obtenidos a partir de
esta leche, también contenian mayores porcentajes de materia grasa
(37,06+0,03% vs 32,52+0,03%) y extracto seco (64,35+0,06% vs 62,69+0,06%)
que los del grupo control y un menor contenido en proteina (22,56+0,07% vs
25,42+0,07%) aunque no se observaron diferencias en cuanto al rendimiento
quesero. Respecto al perfil lipidico de los quesos, se observd un menor
contenido en acidos grasos de cadena media en los quesos del grupo Limoén
(43,84+2,14% vs 50,88+2,14%) y una menor concentracion de acidos grasos
libres (2,8+0,71 meq/100g grasa vs 5,22+0,71 meg/100g grasa) lo que sugiere
una menor actividad lipolitica en los quesos durante la maduracién. Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas en la valoracion de las caracteristicas
organolépticas de los quesos. Los resultados indican que la inclusion de hoja de
limén y paja de arroz en la dieta del ganado caprino lechero podria resultar
beneficiosa ya que no presenta ningun efecto negativo sobre la calidad de la
leche y del queso, contribuyendo a reducir el coste de la dieta y a optimizar la

gestion de los subproductos agricolas.
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SUMMARY

The objective of this study was to know the effect of the inclusion of lemon leaf
and rice straw in the feeding of dairy goats on the quality of milk and the
characteristics of Tronchon cheese. For this, 2 groups of goats of the Murcian
Grenadine breed of 13 animals each were used, each of which was fed a type
diet (Control diet) and another supplemented with said agricultural residues
(Lemon diet). A cross design was used with two experimental periods of 7 days,
preceded by a period of adaptation to the food of a week, in which four
fabrications of Tronchon cheese were made whose characteristics were
evaluated at the end of the maturation process. Milk from goats fed the lemon
diet had a higher content of fat (5,86+0,09% vs 4,56+0,09%) and dry extract
(15,81+0,14% vs 13,87+0,14%) than milk from the control group, as well as a
lower content of short chain fatty acids (5,26+£0,08% vs 5,66+0,08%). The
cheeses obtained from this milk, also contained higher percentages of fat
(37,06+0,03% vs 32,52+0,03%) and dry extract (64,35+0,06% vs 62,69+0,06%)
than those of the control group, and lower percentages of protein (22,56+0,07%
vs 25,42+0,07%) although no differences were observed in the cheese yield.
Regarding to the lipid profile of the cheeses, a lower content of medium chain
fatty acids was observed in the Lemon group of cheeses (43,84+2,14% vs
50,88+2,14%) and a lower concentration of free fatty acids (2,8+0,71 meq/100g
milkfat vs 5,22+0,71 meq/100g milkfat), which suggests a lower lipolytic activity
in the cheeses during ripening. However, significant differences were not
detected in the evaluation of the organoleptic characteristics of the cheeses. The
results indicate that the inclusion of lemon leaf and rice straw in the diet of dairy
goats could be beneficial since it does not have any negative effect on the quality
of milk and cheese, contributing to reduce the cost of the diet and optimize the
management of agricultural by-products.

Keywords: lemon leaf, rice straw, goat milk, cured cheese



RESUM
L'objectiu d'aquest estudi ha sigut conéixer I'efecte de la inclusié de fulla de llimo
i palla d'arros en l'alimentacié de cabres lleteres sobre la qualitat de la llet i les
caracteristiques del formatge Tronchon. Per a aco es van emprar 2 grups de
cabres de raca Murcia-Granadina de 13 animals cadascun que van ser
alimentades amb una dieta tipus (dieta Control) i una altra suplementada amb
aquests residus agricoles (dieta LIim0). Es va utilitzar un disseny creuat amb dos
periodes experimentals de 7 dies de durada, precedits per un periode
d'adaptacié a l'aliment d'una setmana, en els quals es van realitzar quatre
fabricacions de formatge Tronchdén que les seues caracteristigues van ser
avaluades en finalitzar el procés de maduracié. La llet procedent de les cabres
alimentades amb la dieta Llimé va presentar un major contingut en materia
grassa (5,86+0,09% vs 4,56+0,09%) i extracte sec (15,81+0,14% vs
13,87+0,14%) que la llet del grup Control, aixi com un menor contingut en acids
grassos de cadena curta (5,26+0,08% vs 5,66+0,08%). Els formatges obtinguts
a partir d'aquesta llet, també contenien majors percentatges de matéria grassa
(37,06+0,03% vs 32,52+0,03%) i extracte sec (64,35+0,06% vs 62,69+0,06%)
que els del grup control, i un menor contingut en proteina (22,56+0,07% vs
25,42+0,07%) encara que no es van observar diferéncies quant al rendiment
formatger. Respecte al perfil lipidic dels formatges, es va observar un menor
contingut en acids grassos de cadena mitjana en els formatges del grup Llimé
(43,84+2,14% vs 50,88+2,14%) i una menor concentracio d'acids grassos lliures
(2,8+£0,71 meq/100g grassa vs 5,22+0,71 meg/100g grassa) el que suggereix una
menor activitat lipolitica en els formatges durant la maduracié. No obstant ago,
no es van trovar diferéncies significatives en l'avaluacio de les caracteristiques
organoleptigues dels formatges. Els resultats indiquen que la inclusié de fulla de
llimo i palla d'arros en la dieta del bestiar capri lleter podria resultar beneficiosa
ja que no té cap efecte negatiu sobre la qualitat de la llet i del formatge, contribuint

a reduir el cost de la dieta i a optimitzar la gesti6é dels subproductes agricoles.

Paraula clau: fulla de llimé, palla d'arros, llet cabra, formatge madurat
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I. INTRODUCCION

La alimentacion del ganado cumple un papel fundamental y determinante
sobre la calidad de los productos animales y en el caso de la leche se considera
el factor extrinseco de mayor influencia, no solo sobre la cantidad producida, sino
también sobre la calidad de la misma (composicion quimica y propiedades
tecnologicas) y, en consecuencia, sobre las caracteristicas de los productos
derivados.

En la Union Europea, la alimentacion del ganado lechero representa mas
del 50% del coste total de producciéon (Morand-Fehr et al., 2007; Abbeddou et
al., 2011). Por lo que y debido a la baja rentabilidad del sector de los pequefios
rumiantes, es muy importante reducir el coste de su dieta (Garg et al., 2013).

Durante los ultimos afios, el estudio del valor nutritivo de los subproductos
o residuos agroindustriales ha sido unos de los principales campos de
investigaciéon en la nutricibn de rumiantes ya que estos productos pueden
reemplazar a los alimentos concentrados en las dietas de los animales, sin
afectar a las caracteristicas del producto final (leche, queso, yogur, carne y
productos carnicos) con mejores resultados econdmicos (Moranh-Fehr et al.,
2007; Fava et al., 2013). Ademas, el uso de subproductos agroindustriales es de
gran interés desde el punto de vista medioambiental ya que se reduce la

descarga de desechos y el costo de gestion de residuos.

Entre los subproductos mas empleados se encuentra el grupo de los
residuos de citricos (Bampidis y Robinson, 2006). El principal residuo generado
en los cultivos de citricos es el resultante de la poda. Anualmente, Espafa
genera 1,87 millones de toneladas de residuos de poda (en MS), de los cuales
aproximadamente el 50% son hojas y el 50% madera (EFE agro, 2016). La
Comunitat Valenciana es una de las mas importantes areas de produccion del
mundo de citricos. Debido a la alta produccion de limones en la Comunidad
Valenciana, las hojas de limoén son un importante residuo de poda en esta area.
Adicionalmente, las hojas de limén podrian ser beneficiosas para reducir las
emisiones de metano de los rumiantes debido a los aceites esenciales que

contienen (Knaap et al., 2014).



Por otra parte, la produccion de arroz en la Comunitat Valenciana
representa el 14% de la produccion nacional de este cultivo con una superficie
de 15.087 ha (IVIA, 2017) y a esta alta produccién se encuentra asociado un
importante residuo como es la paja de arroz, que es dificil de gestionar. Uno de
los tratamientos mas empleados para la eliminacion de este residuo ha sido la

incineracion o quema.

La quema de paja de arroz y restos de poda de limonero es una fuente
importante de emisiones a la atmosfera en forma de monoéxido de carbono,
metano, 6xido nitroso y 6xido de azufre. La alta concentracion de este tipo de
emisiones puede ocasionar problemas de contaminacién local, incremento del
riesgo de problemas respiratorios agudos, asma o alergias en la poblacion. Por
estos motivos, la quema de paja de arroz ha sido restringida en muchos paises
(IVIA, 2017).

Por otra parte, la produccion mundial de leche entera de cabra en el afio
2016 fue de 15.262.116 toneladas (FAOSTAT, 2018). Esta produccion se
distribuye de manera muy variable a lo largo de todos los continentes
concentrandose especialmente, en los paises en vias de desarrollo. Asia y Africa
engloban cerca del 80% de la produccion mundial, siendo menor en otras areas
como América y Oceania. En Europa, se localiza el 12% (1.856. 985 toneladas)
de la produccion de leche de cabra, especialmente en Francia (32%), Espafa
(22%) y Grecia (20%). En Espafia, la produccion de leche de cabra ascendié a
410.977 toneladas siendo Andalucia la regién con la mayor produccion (44%),
seguida de Canarias (19%), Castilla la Mancha (13%) y Castilla 'y Leon (7%).

La leche de cabra se destina principalmente a su transformacion en
productos derivados, especialmente queso. La produccién mundial de queso de
cabra fue de 523.040 toneladas en el afio 2014. En Europa se produce el 33%
de la produccion mundial de queso de cabra siendo Francia, Grecia y Espafna
los paises mas importantes, agrupando el 88% del total de la produccién europea
(FAOSTAT, 2018). En Espafa, la produccién de queso de cabra en 2014
ascendié a 33.625 toneladas. Los quesos elaborados con esta leche son de
diferentes tipos (frescos y curados, de coagulacion lactica y enzimatica, etc.) y

muchos de ellos, con Denominacion de Origen Protegida (DOP).



Entre los quesos de la Comunitat Valenciana uno de los mas conocidos
es el queso Tronchén. Este queso se elabora fundamentalmente en la zona del
Maestrazgo, que forma parte de tres Comunidades Autonomas (Aragon,
Catalufia y la Comunidad Valenciana) en concreto, en las provincias de Teruel,
Tarragona y Castellon. El queso Tronchon se elabora con leche de cabra y/o de
oveja, sales de calcio, fermentos lacticos (en el caso de queso madurado) y
cuajo. Es un queso cilindrico, de caras concavas, con corteza semidura, cerrada
y su color oscila desde blanco marfil hasta un marrén claro. Es un queso muy
aromatico, con un sabor intenso, muy graso y mantecoso, de gusto a la leche de

oveja y cabra.

El perfil de sabor es un aspecto importante para la comercializacion del
gueso ya que es una verdadera huella digital de un queso y directamente
responsable de la aceptacion de los consumidores (Fresno y Alvarez, 2012; Niimi
et al., 2016). Durante la maduracion tienen lugar reacciones degradativas como
la protedlisis y la lipdlisis entre las mas importantes, que son responsables de los
cambios de textura y de la aparicion del aroma caracteristico de los quesos. Por
lo tanto, es obvio que el sabor de un queso no solo depende del tipo de dieta de

los animales sino también del tipo de maduracion del queso, entre otros factores.

La informacion referente al queso Tronchon y a la influencia de la calidad
de la leche empleada en su elaboracién sobre sus caracteristicas fisicoquimicas
y sensoriales es muy limitada. Por ello es de interés realizar estudios sobre los
diferentes factores de variacion que pueden afectar a la calidad de la leche, en
especial los factores nutricionales, para optimizar la produccion y calidad de la

leche sin que esto afecte a la calidad de los productos derivados.

Por ello, el objetivo de este estudio ha sido evaluar el efecto de la
presencia de hoja de limén y paja de arroz en la alimentacion de cabras lecheras
sobre la composicion quimica de la leche y las caracteristicas del queso

Tronchon.

Con este trabajo se pretende aportar una mayor informacién sobre el uso
de subproductos en ganado caprino y su influencia sobre la composicién quimica

de la leche y las caracteristicas de los productos lacteos.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio experimental

Para el estudio se emplearon 26 cabras divididas en dos lotes
homogéneos de 13 animales, uno de los lotes recibioé una dieta Control y el otro

una racién que contenia hoja de limén y paja de arroz (dieta Limon).

El experimento se realiz6 en un disefio cruzado con dos periodos
experimentales de 7 dias de duracion, precedidos por una fase de adaptacion al
alimento, que también fue de 7 dias. Tras un primer periodo experimental, se
intercambiaron las dietas entre los lotes de animales quedando un disefio en

cuadro latino 2x2, como se indica en el esquema de la Figura 1.

Dieta Gontrol/ Lote 1 Dieta Control/ Lote 2
7 dias de
1° Periodo adaptacion 2° Periodo
7 dias de Fabricacién de quesos Fabricacién de quesos
adaptacion
F1I 4 AR2 4B _AFa
i b a5k b 1| 2] 3 4l 5| 6l
Dieta Limén/Lote 2 Dieta Limén/ Lote 1

Fi= Fabricaciones de queso
Figura 1. Diagrama del disefio experimental del estudio de la inclusion de
hoja de limén y paja de arroz en la alimentacién de cabras lecheras

Los animales fueron ordefiados una vez al dia (8 am) y una vez iniciado
el experimento, la leche ordefiada de cada lote fue almacenada de forma
separada en tanques de refrigeracion a 4°C durante tres dias consecutivos, para
realizar las elaboraciones de queso. Se realizaron 4 fabricaciones de queso
curado (2 en el primer periodo experimental y 2 en segundo) cuyas
caracteristicas se evaluaron al final de un periodo de maduracion de 60 dias.
También se tomaron muestras de la leche empleada en cada una de las

elaboraciones de queso para su posterior caracterizacion.

2.2. Seleccidn de los animales y alimentacion

Se utilizaron cabras de raza Murciano-Granadina de la granja
experimental del Departamento de Ciencia Animal de la Universitat Politecnica

de Valencia (UPV, Valencia, Espafa).

Los animales fueron seleccionados segun criterios de peso, estado de

lactacion, produccion de leche previa y numero de lactacion, para obtener la
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mayor homogeneidad posible. Los animales se encontraban en el tercer mes de

lactacion y presentaron un peso medio de 43,9+3,2 kg.

Las dos raciones empleadas fueron disefiadas teniendo en cuenta las
necesidades nutricionales para cabras a mitad de lactacion segun las Normas
FEDNA (2009) y utilizando el valor nutritivo de los alimentos (FEDNA, 2015). En
ambas raciones se utilizo el heno de alfalfa como fuente forrajera y como
concentrado, se fabricaron dos piensos compuestos en la empresa HELIOTEC
S.L. (Vall d’Uixé, Castellon, Espafia), que fueron peletizados. Los ingredientes y
la composicién quimica de las dos dietas utilizadas (Control y Limén) se
presentan en la Tabla 1. La principal diferencia entre los dos piensos ensayados
es la utilizacién de hoja de limoén y paja de arroz en el pienso Limén como
sustituto de la cebada en el pienso Control. Para conseguir que ambas raciones
fueran isoenergéticas e isoprotéicas, se incrementd el contenido de haba
caballar y guisante primavera en el pienso compuesto Limdén y se adiciono aceite

de soja.

Durante toda la fase experimental, las cabras fueron alimentadas
diariamente con 1 kg de forraje y 1,7 kg de concentrado lo que supone una
relacion forraje/concentrado de aproximadamente 37/63. La mitad de la racion
diaria se ofreci6 a las 10:00 h y la otra, a las 15:00 h. Las cabras tenian libre

acceso al agua.
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Tabla 1. Ingredientes y composicion quimica de las raciones

Forraje Pienso compuesto

Ingredientes (g/kg MS) Alfalfa Control Limon
1000
Heno de Alfalfa 370 370
Cebada 256 32
Hojas de Limon 0 189
Paja de Arroz 0 120
Cascarilla de Soja 221 0
Guisante Primavera 63 126
Haba caballar 63 120
Melaza de Remolacha 13 13
Aceite de Soja 0 19
Carbonato calcico 8 6
Cloruro sédico 3 2
Fosfato bicalcico 2 2
Premix 0! 3 3
Composicién quimica (% MS)
Materia Seca 93 94
Materia Organica 86 83
Ceniza 7 11
Proteina bruta 18 18
Extracto etéreo 2 3
Fibra Neutro Detergente 42 35
Fibra Acido Detergente 25 22
Lignina Acido Detergente 3 4
CNF? 31 33
Almidén 18 12
Energia Bruta, MJ/kg MS 17 16

1Premix 0: pre-mezcla proporcionada por NACOOP, S.A. (Espafia); 2CNF: contenido en
carbohidratos no fibrosos calculados como (100 - (FND + ceniza + PB + EE).
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2.3. Andlisis de la leche

Las muestras de leche con la que se elaboraron los quesos se analizaron
en el Laboratorio Interprofesional Lechero de la Comunidad Valenciana
(LICOVAL, Valencia, Espafia) donde se determind la composicién quimica por
espectrofotometria de infrarrojo (MilkoScan FT 6000, Foss, Hillerad, Dinamarca),
el recuento de células somaticas segun el método fluoro-opto electronico
(Fossomatic 5000, Foss) y el recuento de gérmenes totales con el equipo
BactoScan FC (Foss).

2.4. Elaboracion de los quesos

Los quesos se fabricaron en la Planta Piloto del Departamento de Ciencia
Animal de la UPV en cuatro momentos distintos (2 en el primer periodo
experimental y 2 en el segundo). En cada fabricacion se elaboraron quesos a
partir de la leche procedente de las cabras alimentadas con la dieta Control y
guesos a partir de la leche de las cabras alimentadas con la dieta Limén. En cada
elaboracion se emplearon 50 kg de leche que se dej6é atemperar hasta llegar a
10-14°C, temperatura a la que se adicioné el fermento lactico (MA 40001 LYO 5
DCU, Choozit Cheese Cultures, Francia) predominantemente mesdfilo
(Lactococcus lactis lactis, L. lactis cremoris, L. lactis lactis diacetylactis y
Streptococcus thermophilus), en una proporcion de 5 DCU/100 litros. El fermento
se homogeneizo y se dejo reposar por 15 minutos para que el fermento se hidrate
y se procedi6 a incrementar la temperatura hasta alcanzar 32-34°C, momento en
el cual se adicioné el cloruro célcico (Proquiga, A Corufia, Espafia) en una
proporcion de 1 ml/8 litros y el cuajo animal (1:10.000, Suministros Arroyo,
Santander, Espafia) a razon de 0,6 ml/litro. Se agitd0 durante 1 minuto y

posteriormente se dejé en reposo para que el coagulante hiciera su efecto.

Una vez coagulada la leche se determiné el punto de corte manualmente
mediante una espatula y se procedié al corte de la cuajada. Los granos de
cuajada se mantuvieron en agitacion suave durante 1 hora y 30 minutos a 33-
35°C, hasta alcanzar el tamafio, consistencia y pH adecuados (6,35+0,05),

momento en el que se procedié al moldeado de la cuajada.

Se utilizaron moldes de queso Tronchon de 800 g y el prensado de los

guesos se realiz6 a una presion de 150 kPa durante 1,5 h. Seguidamente se
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voltearon los quesos y se aplicd una presion de 200 kPa durante otra hora y
media. Finalmente, se realiz6 el ultimo volteo de los quesos, la retirada de los
pafios, y se aumento la presion a 250 kPa durante 20 minutos.

Una vez finalizado el proceso de prensado se determind el pH de los
quesos, si no se habia llegado al pH deseado (5,3) los quesos se dejaban a
temperatura ambiente esperando el descenso del mismo. Una vez alcanzado
dicho pH se inici6 el proceso de salado utilizando un bafio de salmuera con una
concentracion de sal de 22-23° Beaumé (Bé) y 10°C de temperatura, durante 3
horas y volteando los quesos a mitad del tiempo de salado para conseguir que
el proceso fuera mas homogéneo. Seguidamente se colocaron los quesos en
una camara de refrigeracion para realizar el oreo a 4-6° C y 70-75% de humedad
relativa durante 48 horas. Finalmente se trasladaron a la camara de maduracion
donde permanecieron a 10-12°C y 80-85% de humedad relativa durante un

periodo de 60 dias.

Tras la maduracién se tomaron muestras de dos quesos diferentes dentro
de cada uno de los lotes de fabricacion, que se utilizaron para la posterior
caracterizacion fisico-quimica y se destinaron 4 piezas enteras para el analisis
sensorial. Las muestras del analisis fisico-quimico se mantuvieron congeladas (-

40°C) hasta el momento de realizar las determinaciones correspondientes.
2.5. Andlisis de las muestras de queso

2.5.1. Control de peso

Se realizo el control de peso de los quesos a los 60 dias de maduracion
con una balanza de precision 1g (Gram Precision, S. L., Barcelona, Espafia) para
calcular el rendimiento quesero expresado como kg de queso por cada 100 kg

de leche empleada.

2.5.2. pH

El pH se determind con un pH-metro (modelo Basic 20. Crison, Barcelona,
Espafia) durante el proceso de elaboracién y sobre el producto terminado. Para
medir el pH en las muestras de queso curado se utilizé una muestra de queso
rallado de 5 g homogeneizada con 30 ml de agua bidestilada en agitador

magneético durante 10 minutos.
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2.5.3. Composicion quimica del queso

La composicién quimica de los quesos se determind con el equipo de
infrarrojo cercano FoodScan (Foss, Hillerad, Dinamarca) que habia sido
calibrado previamente. Para este analisis, se emple6 una porcion de queso sin
corteza que se trituré en una picadora de uso domeéstico (Moulinex, Madrid,
Espafia) y se distribuyd de manera homogénea en una placa Petri tratando de

obtener una superficie totalmente lisa.

2.5.4. Analisis de Acidos Grasos

El analisis cuantitativo de los acidos grasos totales (AGT) de la leche y del
gueso curado se realizdé segun la metodologia descrita por Nudda et al. (2005).

Las muestras se descongelaron aproximadamente 14 horas antes de su uso.

Se peso6 1 gramo de muestra en un tubo Pyrex, se agregaron 0,4 ml de
amoniaco al 25%, 1 ml de alcohol etilico al 96% y 5 ml de hexano. Se agit6
durante 3 minutos en vortex y se centrifugd durante 3 minutos a 3000 r.p.m. Se
recuperd el sobrenadante en un matraz de destilacion previamente tarado y
rotulado. Luego se adicionaron al tubo 1 ml de alcohol etilico 96% y 5 ml de
hexano para realizar una segunda extraccibn de grasa, recuperando
nuevamente el sobrenadante en el matraz de destilacion. Finalmente, se realizd
una tercera extraccion, agregando 5 ml de hexano y aplicando el mismo

procedimiento descrito anteriormente.

Una vez finalizadas las tres extracciones, se coloca el matraz de
destilacion con el extracto etéreo en el rotavapor (RV 10 D S99, IKA®, Staufen,
Alemania) a 40°C durante 20-30 minutos, con el fin de evaporar el disolvente y
obtener la grasa de la muestra. De igual forma se paso un flujo de nitrogeno por
el matraz para eliminar lo que pudiera quedar de disolvente. Se pesoé

nuevamente el matraz de destilacién para conocer la cantidad de grasa extraida.

El andlisis cromatografico se inicié con la metilacion de los acidos grasos
también llamada derivatizacion. EI método utilizado es el que corresponde a la
Norma 1SO 15884:2002/IDF 182:2002 modificado. Para ello se pesaron 25 mg
de grasa de la muestra de leche o0 queso en un tubo Pyrex. Se afiadieron 0,1 ml
de KOH metandlico 2N, 1 ml de hexano y el patron interno. Se agitd durante un

minuto en vortex y se centrifugd un minuto a 3000 r.p.m., se afiadieron 0,08 g de
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sulfato de sodio monohidrato, se agitd por un minuto y se centrifugé por 3

minutos a 3000 r.p.m., recuperando el sobrenadante en viales de cromatografia.

Para el analisis cromatogréfico se empledé un cromatografo de gases
(Thermo Fisher Scientific, Monza, Italia) dotado de un muestreador automatico,

con inyector split/splitless y un detector de ionizacién de llama (FID).

Los ésteres metilicos se separaron en una columna capilar SP™ 2560
(Supelco, USA) (100 m x 0,25 mm x 0,2 pm film). El gas portador fue helio a una
velocidad lineal de 20 cm/seg. Las muestras fueron inyectadas con Split 1/25. La
temperatura inicial fue de 70°C que se mantuvo por 4 minutos y se incrementé
hasta 175°C a 13°C/min, manteniéndose durante 27 minutos. Luego, la
temperatura se elevé 4°C/min hasta alcanzar 215°C y se mantuvo asi durante 30

minutos.

La temperatura del detector y del inyector fue de 260°C. Los acidos grasos
individuales fueron identificados por comparacién con sus tiempos de retencion
y con los valores publicados previamente sefialados por Kramer et al. (1997).
Los acidos grasos se cuantificaron mediante el uso de C13:0 como patron interno
(47885-U, Sigma Aldrich, Madrid, Espafia).

2.5.5. Lipdlisis

El indice de lipdlisis se examind siguiendo la metodologia descrita por
Nufiez et al. (1986). Para ello se pesaron 10 g de queso previamente rallado mas
6 g de Na2S0O4 anhidro en un frasco de 100 ml. Se afiadieron 60 ml de éter de
petréleo (40-65°C) y se mantuvo la mezcla en agitacién durante dos horas para
la extraccion de los acidos grasos libres. Después se filtré la muestra durante 5
minutos aproximadamente, en un matraz de destilacion previamente tarado. El
matraz de destilacion se puso en el rotavapor (RV 10 D S99, IKA®), donde se
destil6 el éter a 40°C durante 20-30 min. Se dej6é en campana de extraccién de
gases por 30 min para asegurar la completa evaporacion del disolvente.
Finalmente se volvid a pesar y por diferencia de pesada se obtuvieron los gramos

de grasa total.

El indice de lipdlisis se determind por valoracion del indice de acidez del
extracto lipidico con una disolucién etandlica de KOH 0,1 M hasta completo viraje

de la fenolftaleina utilizada como indicador. Los analisis se realizaron por
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duplicado. La concentracion de acidos grasos libres (AGL) se expresa como

meq/100 g de grasa mediante la siguiente formula:

KOH(mL)x 0,1
grasa total(g)

meqg/100g de grasa= x100

2.5.6. Anélisis sensorial

La evaluacién sensorial de las muestras de queso fue realizada en la sala
de catas del Departamento de Ciencia Animal de la UPV por un panel de 12

catadores expertos formado por 6 hombres y 6 mujeres de diferentes edades.

Los atributos sensoriales (color, olor, textura y sabor) se evaluaron usando
una escala lineal no estructurada (Norma UNE-EN-ISO 4121:2006) de 10 cm de
longitud. En el Anexo 1 se presenta el cuestionario utilizado por los jueces.
También se realizé una prueba triangular (Norma UNE-EN-ISO 4120:2004) con
objeto de detectar diferencias perceptibles por los consumidores. El cuestionario

utilizado se presenta en el Anexo 2.

2.6. Anédlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVL.II (StatPoint Technologies, Warrenton, VA, USA).

En el caso de la leche se aplic6 un ANOVA multifactorial considerando el
efecto de la dieta y de la fabricacion sobre la calidad de la leche empleada en las

elaboraciones de queso. El modelo utilizado fue el siguiente:
Yi= WU + Dit+ Fj + €jj

Siendo: Yij= Variable dependiente; uy= Media general; Di= Efecto de la dieta; Fj:
Efecto de la fabricacion; €ij= Error residual.

En el caso de los quesos, se estudio el efecto de la dieta y de la fabricacion

asi como de su interaccién, segun el modelo:
Yik= W + Di+ Fj + (Dix Fj) + €ijk

Siendo: Yik= Variable dependiente; y= Media general; Di= Efecto de la dieta; Fj:
Efecto de la fabricacién; Di x Fj= interaccion Dieta por Fabricacién; eik= Error

residual.
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lIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto de la inclusién de hoja de limén y paja de arroz en la

alimentaciéon de las cabras sobre la calidad de la leche.

Las caracteristicas de calidad de la leche procedente de las cabras
alimentadas con las dos dietas ensayadas se exponen en la Tabla 2, donde se
observa que el tipo de dieta afectd significativamente al contenido de grasa y
extracto seco, que fueron mas elevados en el grupo de animales alimentados
con el pienso que contenia hoja de limén y paja de arroz. Sin embargo, en los
otros componentes de la leche no se observaron diferencias, asi como tampoco
sobre los otros parametros de calidad evaluados como son el recuento de células

somaticas y el de gérmenes totales.

Tabla 2. Efecto de la alimentacion de los animales y la fabricacién sobre la

calidad de la leche de cabra.

Parametro Dieta Fabricacion
Control Limén ES 1 2 3 4 ES
Grasa (%) 4 562 586> 0,09 528 5,18 5,20 5,18 0,12

Proteina (%) 3,92 3,92 0,05 386 398 3,90 3,95 0,07
Lactosa (%) 4,64 4,61 0,01 463 465 464 459 0,01

ES (%) 13,872 15,81° 0,14 14,51 14,64 145 14,51 0,19
Log RCS 6,19 6,16 0,07 6,09 6,25 6,16 6,19 0,10
Log RGT 1,82 1,61 0,0 140 2,01 156 191 0,14

a,b: diferentes letras en cada fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05); ES:
Extracto seco; Log RCS: logaritmo del Recuento de Células Somaticas; Log RGT: logaritmo del
Recuento de Gérmenes Totales.

Como se ha comentado, la leche procedente de las cabras alimentadas
con la dieta Limén presentd mayores cantidades de grasa (p<0,01) que la leche
del grupo control, lo que podria estar relacionado con la incorporacion de aceite
de soja en el pienso Limon (Tabla 1), con objeto de equilibrar el valor energético

de las raciones.

Los valores de grasa obtenidos con la dieta experimental son superiores
a los sefialados por Fernandez et al. (2018) quienes, al evaluar el efecto de la
utilizacion de hoja de limon como sustituto de la alfalfa en caprino lechero de

raza Murciano-Granadina, no encontraron diferencias significativas en el

18



contenido en grasa de la leche, a diferencia de lo observado en este trabajo. Por
otra parte, Dominguez (2013), empleando otro subproducto citrico como es la
pulpa de naranja en la dieta de cabras Murciano-Granadinas, también observé
un incremento del contenido de grasa (5.13% vs 4,66%; p<0,001) y extracto seco
(14,06% vs 13,59%, p< 0,001) en la leche ordefiada, no viéndose afectados el

resto de componentes (p>0,05).

Ademas, de acuerdo a los resultados obtenidos, la composicion y las
caracteristicas higiénicas de la leche de cabra utilizada en las distintas
fabricaciones de queso (Tabla 2) no se vieron afectadas por el dia de fabricacion

(p>0,05), presentando valores similares a lo largo de todo el experimento.

En general, los resultados se encuentran dentro de los valores habituales
de esta raza caprina siendo similares a los sefialados por otros autores (Beltran
et al., 2014; Rivera, 2016).

En la Tabla 3 se presenta el efecto de la dieta y del dia de fabricacion
sobre el perfil lipidico de la leche de cabra. En ella se observa que la leche
procedente de las cabras alimentadas con hoja de limon y paja de arroz presenta
un menor contenido de acidos grasos de cadena corta que la leche del grupo
control (p<0,05) siendo ésta la unica diferencia observada. Estos resultados
podrian estar relacionados con la presencia de aceite de soja en el pienso ya
gue, un mayor contenido de grasa libre en la dieta podria reducir la digestibilidad
de la racién (Palmquist y Jenkins, 1980) y afectar negativamente la sintesis de
acidos grasos de cadena corta y media en la glandula mamaria (Chilliard et al.,
2003).

De hecho, aunque las diferencias no llegan a ser estadisticamente
significativas, también se observa un menor valor medio para la concentraciéon
de acidos grasos de cadena media (55,18% vs 59,55%) en la leche procedente

de la dieta Limon.

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los obtenidos por
Ferndndez et al. (2018) quienes también sefialan un menor contenido en acidos
grasos de cadena corta (p<0,01) y media (p<0,05) en la leche de cabras
alimentadas con la dieta que contiene hoja de limon como sustituto de la alfalfa.

Sin embargo, Crespo (2017), no encontré diferencias estadisticamente
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significativas en la composicion de éacidos grasos de la leche de cabras

alimentadas con una racion que incluia hojas de naranja.

En cuanto al efecto de fabricacion sobre el perfil lipidico de la leche
(Tabla 3), s6lo se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
las concentraciones de los acidos grasos saturados de cadena corta C4:0, C6:0
y C8:0, que fueron superiores en la leche empleada en la segunda de las cuatro

fabricaciones de queso realizadas (p<0,05).

3.2. Efecto de la inclusion de hoja de limon y paja de arroz en la

alimentacion de las cabras sobre la composicién del queso Tronchén

En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas de los quesos de cabra
curados durante 60 dias. Los resultados del analisis estadistico mostraron que
tanto la dieta como la fabricacién tuvieron una gran influencia en la composicion
guimica de los quesos ya que afectaron significativamente a los valores de pH 'y

al contenido en grasa, proteina y extracto seco de los quesos.

En el caso de la grasa, el porcentaje fue mas elevado en los quesos
procedentes de la dieta Limoén (p<0,01) lo que por otra parte, resultaba esperable
ya que la leche de esta dieta también presentaba un mayor porcentaje de grasa.
Asimismo, el extracto seco presenta consecuentemente, un porcentaje también
mas elevado (p<0,01). Por el contrario, el contenido en proteina fue superior en
los quesos del grupo control (p<0,01) mientras que en la leche empleada como
materia prima no se observaron diferencias en relacion a este parametro, lo que
podria explicarse por una cierta competencia entre la grasa y la proteina al

constituirse el entramado tridimensional que constituye la cuajada.
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Tabla 3. Efecto de la alimentacion de los animales y la fabricacion sobre el perfil

de &cidos grasos (%) de la grasa de la leche de cabras.

Parametro  Dieta Fabricacion
Control  Limon ES 1 2 3 4 ES

c 4.0 1.10 1.03 0.03 1.022 1.25° 0.94% 1.05% 0.04
c6:.0 2.06 1.91 0.03 1.922 234> 178 1.90* 0.05
c 8.0 2.50 2.32 0.05 2.32 2.83 2.19 2.30 0.07
C 10:0 9.66 8.89 0.41 8.86 10.89 8.56 8.78 0.57
C12:0 5.10 5.02 0.77 4.61 5.77 4.92 4.93 1.10
C 14:0 9.20 8.83 0.97 8.27 10.37 8.59 8.85 1.37
C 16:0 27.45 24.72 239 2409 2955 23.68 27.03 3.38
C 18:0 5.21 5.42 0.97 4.82 6.42 5.05 4.96 1.37
C14:1a 0.14 0.14 0.02 0.12 0.16 0.14 0.15 0.03
Cl6:1 0.54 0.53 0.08 0.44 0.53 0.47 0.70 0.12
C 18:1 n9t 1.68 1.66 0.75 151 1.90 1.66 1.61 1.06
C 18:1 n9c 12.20 12.29 116 11.09 13.80 12.10 1199 1.64
C 18:2 n6t 0.23 0.21 0.04 0.19 0.26 0.21 0.23 0.06
C18:22n6c 2.70 2.87 0.15 2.82 2.46 2.87 3.01 0.21
CLAO9clit 0.85 0.85 022 082 093 082 083 0.32
CLA9tllc  0.07 0.07 0.01 0.06 009 007 007 0.01
C 18:3n3 0.52 0.55 004 051 062 049 051 0.05
C 20:4n6 0.17 0.18 0.02 0.17 0.19 0.15 0.18 0.10
Saturados 63.92 59.76 3.63 5741 7127 57.31 6137 5.13
MUFA 14.71 14.79 1.78 13.31 16.56 14.52 14.62 2.52
PUFA 4.87 4.95 0.47 4.83 5.52 4.58 4.71 0.66
AGCC 5.662 5.26° 0.08 5.262 6.42° 4.922 5242 (.12
AGCM 59.55 55.18 466 53.30 65.71 53.01 5743 6.59
AGCL 23.96 24.32 3.34 2225 27.64 23.39 2327 4.72
A 1.00 1.00 0.06 099 099 102 102 0.08

a, b: diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas (p<0,05); MUFA: acidos grasos
monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; AGCC: acidos grasos de cadena corta
(C4-C8); AGCM: acidos grasos de cadena media (C10-C16) y AGCL: acidos grasos de cadena
larga (> C18). IA: indice de aterogenicidad calculado como (C12+4xC14+C16)/3 AG insaturados.

A pesar de estas diferencias, el rendimiento quesero calculado fue similar
en ambos tipos de elaboraciones y tampoco se vio afectado por el dia de

fabricacion.
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Tabla 4. Efecto de la alimentacién de los animales y la fabricacion sobre el pH y

la composicion de los quesos elaborados con leche de cabra

] Dieta Fabricacion
Parametro :
Control Limon ES 1 2 3 4 ES
Ph 5.32 5.34 0.02 5313 537° 5252 539¢ 0.03

Grasa (%) 32,522 37.06° 0.03 35.86° 34.422 34.392 34.492 0.04
Proteina (%) 25.42°> 22,562 0.07 23.332 23.282 23.79" 25.57¢ 0.10

ES (%) 62.692 64.35° 0.06 63.53 62.58% 63.38" 64.58° 0.08
Sal (%) 2.17° 2.012 0.02 2.08° 21749 2.13% 1972 0.02
RQ 15,49 15,53 0,91 15,28 16,97 15,34 14,45 1,29

a, b, c, d: diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas (p<0,05); ES: Extracto
seco; RQ: Rendimiento quesero expresado como kg queso/100 kg leche.

Por otra parte, la variabilidad encontrada en los principales componentes
de los quesos entre las diferentes fabricaciones puede deberse principalmente
al elevado nivel de manualidad en algunas de las partes del proceso de
elaboracion tradicional (cortado, batido y moldeado) del queso Tronchén ya que
las leches de cabra utilizadas en las diferentes elaboraciones presentaron
caracteristicas similares. También fue significativa la interaccion de los dos
factores considerados (Dieta x Fabricacion) para todos los parametros de calidad
evaluados en el queso (p<0,01) aunque, como puede observarse en la Figura 2,
en todas las fabricaciones realizadas se observaron mayores contenidos de
grasay extracto seco en los quesos del grupo Limon y menores concentraciones
de proteina. Para el caso del pH los resultados no fueron concluyentes. En
general, los resultados presentados en la Tabla 4 se encuentran dentro de los
valores habituales del queso Tronchon elaborado con leche de cabra, siendo
similares a los sefialados por otros autores en este tipo de queso (Salvador et
al., 2014; Rivera et al., 2016).
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Figura 2.Efecto de la Interaccion de los factores dieta y fabricacién sobre

las caracteristicas de los quesos.
En la Tabla 5 se muestra el perfil lipidico de los quesos curados de cabra

en funcién de los factores de variacién considerados. En ella se observa que el
queso procedente de la leche de las cabras alimentadas con la dieta Limén
presenta un menor contenido en acidos grasos de cadena media que el queso
elaborado con la leche del grupo control, concretamente de C14:1 (p<0,05) y
C16:1 (p<0,05), resultando un indice de aterogenicidad mas reducido (p<0,01)

en este tipo de quesos y por tanto, un perfil lipidico mas saludable.

Por otra parte, no se observé ningun efecto de la fabricacion sobre la
composicion de la grasa de los quesos, Unicamente destacar la interaccion Dieta
x Fabricacion que resulté significativa (p<0,05) para el caso del CLA 9t11c debido
a que, en la primera de las cuatro elaboraciones, los quesos del grupo Limén
presentaron un menor contenido de este acido graso a diferencia de lo

observado en el resto de elaboraciones.

No se han encontrado estudios que evaluen el perfil lipidico de quesos
elaborados con leche de cabras alimentadas con subproductos procedentes del
cultivo de los citricos por lo no resulta posible realizar la comparacion de

resultados.
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Tabla 5. Efecto de la alimentacion de los animales y la fabricacidon sobre perfil de

acidos grasos de la grasa de los quesos de cabras.

Parémetro Dieta Fabricacion

Control Limon ES 1 2 3 4 ES
C 4.0 1.09 0.96 0.08 1.10 0.78 106 1.16 0.11
Cc6:0 1.92 1.83 0.11 194 156 192 207 0.16
C 8.0 2.26 2.22 0.13 226 196 230 246 0.18
C 10:0 8.87 8.22 0.40 837 7.66 879 936 057
C12:0 5.08b 4122 0.28 422 411 494 514 0.39
C 14:.0 8.87 7.62 039 7.69 756 862 912 0.56
C15:0 0.90 0.76 0.06 0.78 0.76 0.85 0.92 0.08
C 16:0 25.39 2150 1.06 24.34 21.07 23.35 25.02 1.49
C 18:0 4.37 5.50 0.51 493 477 500 503 0.72
C1l4:1 0.17° 0.13@ 0.01 0.12 0.13 0.16 0.18 0.02
Cil6:1 0.70° 0.542 0.04 0.57 047 068 0.75 0.06
C 18:1n%9t 1.28 2.11 0.27 175 144 172 186 0.38
C 18:1n9c 10.70 12.30 0.72 10.63 10.48 12.38 12.51 1.02
C 18:2 n6t 0.19 0.24 0.02 019 0.20 0.22 0.26 0.03
C 18:2 n6c 2.70 2.88 0.15 282 246 287 3.02 021
CLA 9cl1t 0.64 0.92 0.10 0.75 0.68 0.83 0.87 0.14
CLA 9tlilc 0.06 0.07 0.00 0.06 0.06 0.06 0.08 0.01
C 18:3n3 0.48 0.52 0.03 049 044 051 055 0.04
C 20:4n6 0.16 0.15 0.01 0.16 0.14 0.6 0.17 0.01
Saturados 59.47 53.52 2.44 56.39 50.92 57.57 61.10 3.45
MUFA 13.02 15.24 0.97 13.23 12.67 15.13 15.49 1.37
PUFA 4.24 4.78 0.29 447 398 465 494 041
AGCC 5.27 5.01 0.31 530 430 528 569 044
AGCM 50.88b 43.842 2.14 47.02 42.61 48.31 51.50 3.02
AGCL 20.59 24.69 1.74 21.78 20.67 23.75 24.34 2.47
1A 3.942 2.85° 0.22 344 347 324 343 031

a, b: diferentes letras en cada fila indican diferencias significativas (p < 0,05); MUFA: &cidos
grasos moniinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados; AGCC: acidos grasos de cadena
corta; AGCM: &cidos grasos cadena media y AGCL: acidos grasos de cadena larga; IA: indice
de aterogenicidad calculado como (C12+4xC14+C16)/3 AG insaturados.
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3.3. Efecto sobre el nivel de lipodlisis del queso

La dieta afectd significativamente en el nivel de lipdlisis de los quesos
(p<0,001) observando una menor concentracion de acidos grasos libres (AGL)
en los quesos elaborados a partir de la leche de cabras alimentadas con hoja de
limén y paja de arroz (2,8+0,71 meqg/100 g grasa vs 5,22+0,71 meq/100 g grasa)
lo que podria llegar a afectar las caracteristicas olfato-gustativas de los quesos.
Estas diferencias podrian estar relacionadas con la mayor concentracion de
acidos grasos de cadena corta y media en los quesos del grupo control, los que
serian mas facilmente hidrolizados por las bacterias durante el proceso de

maduracion (Dimos et al., 1996).

Los valores de AGL obtenidos en este trabajo son inferiores a los
indicados por Rivera et al. (2016) en quesos Tronchén elaborados con leche de

cabra (3,75%£0,6 meq/100 g grasa).

El factor fabricacién afectdé de manera significativa a la concentracion de
AGL en el queso, que fue menor (p<0,001) en la primera de las cuatro
elaboraciones realizadas. La interaccién entre ambos factores (Figura 3) también

resulté estadisticamente significativa (p<0,001).

b b
bI II
‘a
‘a ‘a
1 2 3 4

Fabricaciones

AGL(meq/100g)
o P N W b U1 O N

H Control M Limon

Figura 3. Efecto de la Interaccion de los factores dieta y fabricacion sobre la

concentracion de acidos grasos libres en los quesos.

3.4. Andlisis sensorial del queso de cabra
Los resultados de la evaluacion sensorial indican que no existen
diferencias significativas en las caracteristicas organolépticas de los quesos

relacionadas con la dieta de los animales.
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Aunque en la prueba triangular realizada los dos tipos de queso se
percibieron como diferentes (p<0,001) en dos de las cuatro fabricaciones, los
resultados obtenidos en la valoracion de los atributos sensoriales considerados
fueron similares (p>0,05), tal como se observa en la Figura 4, no viéndose

afectados por la dieta ni por el dia de fabricacion.

—— Control
Picante Olor
——Limon
Amargo Dureza
Acido Adherencia

Figura 4. Evaluacion sensorial de los quesos segun el tipo de dieta utilizado

VI. CONCLUSIONES

La inclusion de hoja de limén y paja de arroz, en las condiciones descritas
en este trabajo, incrementa el contenido en materia grasa y extracto seco de la
leche de cabra y modifica su perfil lipidico reduciendo la concentracion de acidos
grasos de cadena corta, sin llegar a tener efectos sobre los rendimientos en la

produccion de queso.

Los quesos elaborados con la leche de las cabras alimentadas con la dieta
gue contiene estos subproductos presentan igualmente una mayor
concentracion de grasa y extracto seco, asi como una menor concentracion de
acidos grasos de cadena media y de acidos grasos libres, que no llegan a

modificar sustancialmente las caracteristicas organolépticas de los quesos.

Por tanto, la utilizacion de estos residuos agricolas podria considerarse
una estrategia adecuada para reducir los costes de alimentacién sin afectar
negativamente la calidad de la leche y sus derivados y gestionar los residuos de

subproductos agroalimentarios de una manera mas sostenible.
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VI. ANEXO

Laboratorio sensorial

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA
INSTITUTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA ANIMAL

TEST DE CLASIFICACION SOBRE LA ESCALA LINEAL

Apellidos.....covviiii Nombre....................

Examine las dos muestras de izquierda a derecha y posicidnelas sobre la escala en
funcién de la mayor o menor intensidad percibida al evaluar los diferentes atributos
propuestos. Indique el cddigo de la muestra sobre su marca en la escala.

1. ASPECTO INTERNO COLOR

Blanco Marfil
2. INTENSIDAD DE OLOR
Débil Muy intenso
3. TEXTURA(en boca):
3.1. Dureza
Poco duro Muy duro
3.2. Adherencia
Poco adherente Muy adherente
4. SABOR
4.1. Sabor acido
Inexistente Muy intenso
4.2. Sabor amargo
Inexistente Muy intenso
4.3. Sensacion trigeminal picante
Inexistente Muy intenso

Anexo 1. Test para la calificacion de analisis sensorial
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UNIVERSIDAD POLTECNICA DE VALENCIA

INSTITUTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA ANIMAL

Laboratorio sensorial

PRUEBA TRIANGULAR
Nombre y Apellidos. ... Fecha........
Por favor, examine las tres muestras de cada triada y rodee en la siguiente

tabla el codigo de la muestra que considera distinta.

Si es necesario, enjuaguese la boca con agua después de probar cada

muestra.
TRIADA 1 Caodigo Cabdigo Caodigo
TRIADA 2 Caodigo Caodigo Caodigo

Anexo 2.Prueba triangular de los quesos
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