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RESUMEN: El brocoli y las alcachofas son productos ricos en compuestos fendlicos y
poseen alta capacidad antioxidante. Ambos generan una gran cantidad de subproductos
en su produccion. Una aplicacion posible de los subproductos del brécoli y alcachofa,
es su uso en alimentaciéon animal. En este trabajo se ha estudiado el efecto de la
inclusién de un 40% estos subproductos ensilados en la dieta (isoproteica e
isoenergética) de ganado caprino de raza Murciano-Granadino sobre los compuestos
fendlicos totales, la capacidad antioxidante, el color y composicion de la leche. Se han
elaborado leches fermentadas con cultivos de yogur y queso con esta leche. Previo al
experimento se han contrastado dos métodos de extraccion de compuestos fendlicos
para optimizar las condiciones de analisis. En las leches fermentadas se han
determinado los mismos parametros y ademas el pH y el recuento de bacterias lacticas.
Se tomaron muestras de leche en un periodo pre-experimental con dieta comun para
todos los lotes de animales (Control 0), tras 5 semanas de dieta diferenciada (Control 1)
y tras 10 semanas de dieta (Control 2). Se seleccioné el método de extraccién con
metanol acidificado. Los analisis de leche y leches fermentadas mostraron que la
inclusién de hasta un 40% de subproductos de brdcoli y alcachofa en la dieta durante
10 semanas no ocasionaron diferencias relevantes en la composicion de la leche, su
contenido en fenoles, capacidad antioxidante, aptitud a la fermentacion y color. El
contenido en fenoles de las dietas no ocasioné diferencias en el contenido en fenoles
en leche ni leches fermentada.

ABSTRACT: Broccoli and artichoke products are rich in phenolic compounds, with high
antioxidant capacity. When both of them are industrially processed, a great amount of
by-products is generated. For reducing this environmental impact, these by-products can
be used in animal feed. In this project the effect of the 40% inclusion of this by-products
on Murciano-Granadino dairy goats is studied, as well as its influence on phenolic
compounds, antioxidant capacity, colour and milk composition. Fermented milk have
also been elaborated by using yoghurt and cheese cultures starters. For this, first of all
two phenolic compounds extraction methods have been contrasted for optimizing the
experimental conditions. In fermented milk, apart from the mentioned parameters, the
pH and lactic acid bacteria counting have also been studied. Milk samples were taken
from the pre-experimental period (Control 0), after 5 weeks of differentiated diet (Control
1) and after 10 weeks of differentiated diet (Control 2). The acidic-methanol method was
selected. By the analyses of the mentioned parameters in milk and fermented milk, it is
observed that the inclusion up to 40% of broccoli and artichoke by-products for 10 weeks
does not cause relevant difference on them. The total phenolic compounds content on
diets did not cause differences in milk and fermented milk.
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1. INTRODUCCION

1.1. Contexto actual

La Regién de Murcia es una Comunidad Autonoma espafiola en el sudeste de la
peninsula ibérica, con una poblacion de 1.478.509 habitantes (Instituto Nacional de
Estadistica, 2017). Junto con la Comunidad Valenciana, se trata de una de las mayores
productoras de frutas y hortalizas, debido a las condiciones climatolégicas favorables
que posee: clima mediterraneo seco, con inviernos suaves y veranos calurosos. Entre
los cultivos mayoritarios, en 2018, se encuentra el de las hortalizas y flores, con una
superficie de 59.519 hectareas (ha), dentro del cual, los cultivos con mayor superficie
serian el de la alcachofa, con 3.471 ha (frente a las 9.037 ha en Espafa), el del melon,
con 3.904 ha y el del brécoli, con 3.112 ha (frente a las 15.670 ha en Espana). Esta
region es la mayor productora de alcachofa, con una produccion anual de 101.036
toneladas, frente a las 223.150 toneladas en Espafia totales. También lo es de brocoli,
con una produccion anual de 203.949 toneladas frente a las 541.448 toneladas en
Espana (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, Gobierno de Espafia, 2017 y
2018). El cultivo de estos productos es estacional, y genera grandes cantidades de
subproductos en periodos cortos de tiempo, entre el 60-65% de la alcachofa y el 75%
del brocoli (D’Antuono., 2018). Estos subproductos, procedentes tanto de la agricultura
como de las industrias transformadoras suponen un problema de sostenibilidad, tanto
medioambiental como econdmico.

Los subproductos de la alcachofa se corresponderian con las bracteas externas
(subproducto de la industria transformadora) y con los tallos (subproducto agricola). La
alcachofa ha mostrado ser una fuente rica de compuestos fendlicos bioactivos, como el
acido cafeico o flavonoides, inulina, fibra dietética y minerales (Lattanzio et al., 2009;
Pasqualone et al., 2017). Debido a sus propiedades hepatoprotectoras, coleréticas,
hipocolesterolémicas y antioxidantes (Curadi et al., 2005) se considera un nutracéutico
y se explora para la extraccion de compuestos beneficiosos para la salud.

En el caso del brécoli, la parte destinada al consumo humano es la flor, mientras que
los tallos y las hojas, correspondiéndoles un 70% del total de la planta, se descartan (Liu
et al., 2018). Tales subproductos han demostrado ser una fuente rica de nutrientes,
glucorafanina, vitaminas (B-caroteno, vitaminas E, C y K) y minerales esenciales
(manganeso y calcio), ademas de poseer un alto contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante, con efectos beneficiosos para la salud, pudiendo ser utilizados
como potenciales ingredientes o suplementos en la industria farmacéutica y nutracéutica
(Shi et al., 2019; Dominguez-Perles et al., 2010). Se ha observado que en las hojas se
concentra la mayor concentracion del contenido de compuestos fendlicos totales y mas
alta actividad antioxidante para secuestrar radicales DPPH* que en los tallos
(Dominguez-Perles et al., 2010).

Los subproductos frescos de la alcachofa y del brécoli se han utilizado tradicionalmente
para alimentacién de ganado caprino de leche en zonas de produccién de alcachofa,
beneficiandose de su gran valor nutricional. Por esta razén, es necesario evaluar la
preservacion de los subproductos de alcachofa y del brécoli como ensilados, en dietas
animal equilibradas, reemplazando parte de la racion de dieta convencional (Muelas et
al., 2017). Esta técnica permite su preservacion y la obtencién de un beneficio
econdmico, abaratando el coste de la racién de alimento de los animales y favoreciendo



la sostenibilidad de ambas actividades.

Una de las principales estrategias para el desarrollo en el sector lacteo de cabra es la
diversificacion de productos elaborados con leche de cabra y el desarrollo de productos
lacteos con valor afadido (Pulina et al., 2018). Los productos lacteos fermentados son
percibidos positivamente por los consumidores, como alimentos sanos debido a su
digestibilidad y a la incorporacion de microorganismos vivos. El primer paso para el
desarrollo de estos productos es conocer el efecto de las bacterias individuales en las
propiedades de la leche fermentada para que las mejores cepas puedan ser
seleccionadas en base a las propiedades tecnoldgicas y funcionales desarrolladas (Li
et al., 2017), que incluso cepas de la misma especie puede dotar al producto de
caracteristicas sensoriales distintas. Muelas et al. (2018) estudiaron el perfil volatil y la
calidad de leches de cabra fermentadas con diferentes cepas bacterianas y otros
parametros de calidad de las leches fermentadas.

Diversos estudios en la literatura cientifica han reportado el uso de diferentes
subproductos como alimento para rumiantes: tarta de oliva en alimentacién de oveja
(Chiofalo et al., 2004), alimentacién con linaza procedente de la extraccion del aceite de
la semilla de lino en ganado caprino (Nudda et al., 2006); subproductos de mandioca en
caprino lechero durante la lactacion (Mouro et al., 2002); pulpa de citricos en dieta de
ovejas de leche (Todaro et al., 2017); cascaras de semillas de soja en ovejas lecheras
(Araujo et al., 2008); hojas de Moringa oleifera en cabras lecheras (Kholif et al., 2016);
mezclas de diversos subproductos, como tomate, subproductos de la oliva 0 mezclas
de tomate, pulpa de citricos, granos de cebada y levaduras en cabras lecheras. En la
mayoria de los casos solo se analiza el perfil lipidico y proteico, sin tener en cuenta la
presencia de otro tipo de compuestos, como los compuestos fendlicos totales o la
capacidad antioxidante. Muelas et al., (2017) estudiaron el efecto de la inclusion de
subproductos de la alcachofa en forma de ensilado en la alimentacion de ganado caprino
de leche sobre las propiedades tecnolégicas y sensoriales de la leche, concluyendo que
una sustitucion de la dieta convencional de un 25% no mostraba cambios con respecto
al control.

1.2. Compuestos fendlicos

Estudiando su estructura quimica, los compuestos fendlicos forman una gran familia de
moléculas organicas de muy variada y heterogénea estructura y reactividad, existiendo
mas de 8.000 compuestos fendlicos identificados (Shahidi y Naczk, 1995). Todos ellos
poseen, como minimo, un nucleo aromatico con uno o varios grupos hidroxilo, y en base
a la naturaleza y estructura del esqueleto carbonado, se pueden clasificar en flavonoides
y no-flavonoides (De la Rosa et al., 2019).
= Los flavonoides son los compuestos fendlicos mas abundantes en frutas y
vegetales. Contienen un esqueleto de fenil benzopirano: dos grupos fenilo (A y B;
Figura 1) unidos a través de un anillo pirano heterociclico (C; Figura 1). Se pueden
dividir, de acuerdo con las diferencias en su anillo pirano, en: flavonoles, flavonas,
isoflavinas, flavanonas, flavanoles, antocianidinas y antocianinas. Dentro de cada
subgrupo, las especies individuales difieren en los patrones de metilacion e
hidroxilacion de los grupos fenilo (A y B) (De la Rosa et al., 2019).



Figura 1. Representacion de la
estructura de los flavonoides. Los
grupos fenilo aparecen como Ay B,
y el grupo C se trata de un anillo
pirano heterociclico.

» Los no-flavonoides incluyen compuestos fendlicos de muy diversa estructura
quimica, siendo la mayoria mas pequefos y simples que los flavonoides y de bajo
peso molecular. Dentro de los compuestos no-flavonoides, el grupo mas importante
en frutas y hortalizas es el de los acidos fendlicos. Los acidos fendlicos contienen
un unico grupo fenilo sustituido por un grupo carboxilico y uno o mas grupos
hidroxilo. Dentro de este grupo, en funcién de la longitud de la cadena que contiene
el grupo carboxilico, podemos encontrar los siguientes subgrupos: acidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, como el acido cafeico (Figura 2) y otros
acidos, como el acido acético, el acido propionico (De la Rosa et al., 2019).

O

HO
X OH

HO

Figura 2. Representacion de la estructura
del acido cafeico como ejemplo de acido
hidroxicinamico.

Los compuestos fendlicos son sintetizados por los organismos vegetales como
metabolitos secundarios, con el fin de adaptarse a condiciones ambientales de estrés,
tanto bidtico como abidtico. Recientemente, han recibido especial atencién a causa de
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas y anticoagulantes,
que se han asociado con una disminucién del riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares o cancer (Porras-Loaiza y Lopez, 2009).

Entre los distintos métodos para cuantificar la cantidad total de estos compuestos, el
mas simple y ampliamente utilizado es el método Folin-Ciocalteu, que se basa en la
capacidad de los compuestos presentes de intercambiar electrones. Para ello, se utiliza
el reactivo de Folin-Ciocalteu, que consiste en una mezcla de color amarillo de sales
hexavalentes de molibdeno y wolframio en un medio acido, que, forma complejos con
los compuestos fendlicos a través de sus grupos hidroxilo, originando una solucion de
color azul. El color se desarrolla completamente tras la adicidon de una sal alcalina como
el carbonato de sodio. Tras un periodo de incubacién, se determina la cantidad de
compuestos fendlicos totales mediante espectrofotometria ultravioleta-visible,



generalmente a 750 nm (Miniati, 2007).

Dado que los compuestos fendlicos estan presentes, sobre todo, en muestras de origen
vegetal, la mayoria de la literatura muestra ensayos sobre la determinacion de estos
compuestos en frutas y hortalizas. En menor medida, también hay estudios sobre la
determinacion de compuestos fendlicos en productos lacteos: leche, suero y queso de
cabra (Chavez-Servin et al., 2018), queso fresco de cabra (Hilario et al., 2009), yogures
fortificados con extracto de uva (Karaaslan et al., 2011; Yadav et al., 2018), leche
humana (Li et al., 2009), queso curado bajo en grasas (Rashidinejad et al., 2013), queso
chédar suplementado con aceite de chia (Ullah et al., 2018), leche y yogur
suplementados con ginseng rojo (Park et al., 2018),yogur fortificado con granada
(Trigueros et al., 2014), entre otros. Todos los estudios anteriores tienen en comun la
previa eliminacién de las proteinas de la muestra. Este proceso es necesario, ya que se
ha observado que los compuestos fendlicos pueden interactuar con las proteinas y
unirse a ellas, de forma reversible e irreversible. Las proteinas mayoritarias de la leche
son las caseinas que, al ser ricas en prolina presentan una gran afinidad de unién por
los grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos (Yuksel et al., 2010). Esta unién de los
compuestos fendlicos a las proteinas de la leche ha mostrado reducir su
biodisponibilidad y funcionalidad y su capacidad antioxidante (J6bstl et al., 2006; Yuksel
et al., 2010).

1.3. Capacidad antioxidante

Se ha demostrado que los compuestos fendlicos presentan una mayor capacidad
antioxidante que la vitamina C, E y los carotenoides (Rice-Evans et al., 1997). Su
mecanismo antioxidante radica en su capacidad de donar un hidrégeno o electrén y de
su capacidad de deslocalizar los electrones desapareados de la estructura aromatica y
proteger a moléculas del organismo contra la oxidacion. El potencial antioxidante de los
compuestos fendlicos depende del numero y de la organizacién de los grupos hidroxilo
(Rice-Evans et al., 1996). En el caso de los acidos fendlicos, el grupo hidroxilo mas libre
del anillo es el que presenta mayor actividad antioxidante (Villaio et al., 2005). En el
caso de los flavonoides, la capacidad antioxidante depende del numero y de la
localizacién de los grupos hidroxilo del grupo aromatico, siendo la contribucion del grupo
3-OH muy significativa (Heijnen et al., 2001; Villafo et al., 2005). Sin embargo, la
capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos in vitro no se puede extrapolar a
sus actividades in vivo, ya que otros factores entran en juego, como la absorcion
intestinal, el tamano y accesibilidad de las moléculas o la degradacion por la flora
intestinal (Déprez et al., 2000).

El estrés oxidativo es un estado fisiologico en el que las especies reactivas de oxigeno
o nitrégeno (ROS o RNS) superan las defensas antioxidantes del organismo, originando
modificaciones oxidativas de las macromoléculas biolégicas (por ejemplo, lipidos,
proteinas, ADN), dafios tisulares y aceleracion de la muerte celular, dando lugar a
diversas patologias. Hasta la fecha, existen diversos test in vitro para el ensayo quimico
en la determinacion de la capacidad antioxidante en una muestra homogénea. Estos
métodos, se pueden clasificar en métodos de transferencia electrénica y métodos de
transferencia del atomo de hidrégeno, existiendo algunos en los que el mecanismo es
mixto. Los ensayos mixtos se basan generalmente en el secuestro o scavenging de un
radical estable cromdégeno. Los ensayos mas utilizados para medir la capacidad



antioxidante de una muestra, son los basados en el secuestro de los radicales libres
estables ABTS*" Y DPPH* (Apak et al., 2016).

1.3.1. Ensayo de secuestro (scavenging) del radical DPPH'.

El radical cromégeno estable DPPH* se propuso por primera vez para cuantificar la
actividad antioxidante por Blois (1958). Posteriormente, Brand-Williams et al. (1995)
introdujeron un método de medida que seria usado como referencia. El ensayo DPPH
es de bajo coste y simple y, por tanto, es ampliamente utilizado en los laboratorios. Este
método, sin embargo, ha sido criticado por falta de estandarizacion en la preparacion
de las muestras, de los protocolos analiticos y de las condiciones de reaccion (Prior et
al., 2005).

Los cristales de DPPH se disuelven en etanol o metanol generalmente, obteniendo una
absorbancia inicial de 0,680 a 515 nm. Al mezclarlo con la muestra rica en antioxidantes,
el color purpura original se transforma en amarillo durante la reduccién de DPPH* a
DPPH, mediante la abstraccion de un atomo de H del antioxidante, como se observa en
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Figura 3. Reaccién del radical DPPH* con el compuesto antioxidante
(ArOH.)

Esta reaccion es de pseudo primer orden, que puede seguirse midiendo el descenso de
absorbancia con el tiempo (Brand-Williams et al., 1995). En la reacciéon ocurre una
primera fase muy rapida, seguida de una mas lenta, lo cual puede estar debido a un
proceso de dimerizacion de los productos de la reaccion o a reacciones de los productos
de ésta.

El DPPH* es un radical de nitrégeno de larga vida, mientras que la mayoria de los
antioxidantes actuan frente a especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que es dificil
modelar la actividad antioxidante in vivo con el ensayo DPPH (Mishra et al., 2012).

1.3.2. Ensayo de secuestro (scavenging) del radical ABTS ™.

El uso de ABTS*" para la deteccion del secuestro de radicales fue introducido por
primera vez por Koleva et al. (2001). Se trata de un método simple y rapido, que funciona
a un amplio rango de pH. El ABTS*" es soluble en disolventes acuosos y organicos,
permitiendo determinar compuestos antioxidantes hidrofilos e hidrofobicos (Apak et al.,
2013).

Inicialmente, se ha de formar el radicar ABTS*" (Figura 4). Para ello, Miller y Rice-



Evans (1993 y 1997) se basaron en la activacidon de la metamioglobina con
H,O./peroxidasa para producir el radical ferril mioglobina, que oxidaba el ABTS al
radican azul-verdoso ABTS*'. En este ensayo, los antioxidantes se adicionaban
previamente al H,O,, mostrando un retraso en la formacion del radical como indicador
de actividad antioxidante. Sin embargo, este proceso fue criticado, ya que los
antioxidantes de reaccion rapida podrian contribuir también en la reduccion del radical
ferril mioglobina, causando una sobreestimacion de la capacidad antioxidante. El
ensayo se optimizé generando primero el radical ABTS*+ mediante un agente oxidante
diferente (persulfato potasico, K;S,03 o dioxido de manganeso, MnO,) v,
posteriormente, adicionando los compuestos antioxidantes a medir (Apak et al., 2016).
Se utiliza frecuentemente la oxidacion del persulfato para altos rendimientos de
formacion de ABTS*".

ABTS + agente oxidante (como K;S,0g) > ABTS*"

Figura 4. Reaccién de formacién del radical ABTS** con
el agente oxidante.

La reaccion con el agente antioxidante se basa en la reduccién del radical libre ABTS*+,
mediante la cesién de un hidrégeno de acuerdo con la ecuacion de la Figura 5. El radical
ABTS*" presenta maxima absorcién a longitudes de onda de 645, 734 y 815 nm, segln
Miller et al. (1993, 1994 y 1996). La longitud de onda de 734 nm se encuentra fuera del
rango de posibles interferencias, por lo que es la mas adecuada. Como los antioxidantes
causan un descenso de la absorbancia, la solucion inicial de ABTS*" debera tener una
absorbancia inicial de 0,700 (Re et al., 1999). La decoloracion de la solucion se puede
cuantificar utilizando trolox como referencia (Pellegrini et al., 2003).

HO:S s s SOH '
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ArO- + ABTS-H

Figura 5. Reaccion del radical ABTS*" con el compuesto antioxidante (ArOH.)

Los compuestos fendlicos (TPC) son abundantes en plantas, por lo que la mayor parte
de los métodos desarrollados se han utilizado para analizar muestras vegetales. El
presente Trabajo de Fin de Master pretende estudiar los métodos disponibles en la
literatura para leche y productos lacteos elaborados con leche de cabra, para aplicarlos
a leche obtenida de animales alimentados con subproductos de alcachofa y brocoli. En
estudios previos sobre estos subproductos se han determinado diferencias en el
contenido de fenoles totales en las dietas formuladas con estos subproductos, es por
tanto necesario determinar si esta ingestion de fenoles diferenciada ocasiona
diferencias en el contenido fendlico y capacidad antioxidante de la leche y leches
fermentadas derivadas. En leche y leches fermentadas, a lo largo de su almacenamiento
en frio, se evaluan contenido en fenoles, capacidad antioxidante (DPPH y ABTS),
composicion, recuento microbiolégico y pH a lo largo del almacenamiento en frio de las
leches fermentadas.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es el estudio de los efectos de la incorporacién de
subproductos de alcachofa y brocoli en la alimentacion de ganado caprino sobre el
contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante en leche, asi como en
las leches fermentadas elaboradas.

2.1. Objetivos especificos

1. Evaluar métodos de la literatura cientifica para la determinacion de fenoles totales en
leche para determinar el método mas adecuado en leche de cabra Murciano-Granadina.

2. Estudiar como afecta la incorporacion de subproductos ensilados de brécoli y planta
de alcachofa en la dieta de cabras Murciano-Granadinas en leche, y en leche
fermentada por dos cultivos comerciales mixtos de yogur y queso (YO-MIX™ y MA400):
composicion, pH, viabilidad de los microrganismos, contenido total en polifenoles,
capacidad antioxidante y color.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materias primas y reactivos utilizados

3.1.1. Reactivos

Metanol: (99.9%, calidad HPLC, JT Baker, USA): A partir de este metanol se preparo
una disolucion de metanol al 30% acidificado con acido HCI 1N en proporcién 85:15.
Dicha disolucién se conservo en refrigeracion.

Acido clorhidrico 1N (HCI): Para ello, se disolvieron 83,12 mL de HCI (pureza 37%,
PanReac AppliChem, Spain) en un volumen de agua ultrapura hasta alcanzar 1 L de
disolucion.

2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, Sigma-Aldrich. Spain) Se prepard una disolucién de
DPPH a 600 uM en etanol al 80%. Para ello, se disolvieron 0,01182 g de DPPH en 50
mL de etanol (calidad UV, IR, HPLC, PanReac AppliChem, Spain) al 80%. Se mantuvo
dicha disolucién en agitacion durante toda la noche en oscuridad a temperatura
ambiente y, posteriormente, se almacend en condiciones de congelacion.

Acido 2,2’-A zino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS, Sigma-Aldrich,
Spain). Se utilizé para preparar una disolucion de ABTS 7 mM en K,S,0s (calidad
analitica, Sigma-Aldrich. Spain) 2,45 mM. Para ello se disolvieron 0,0331 g de K»S,0g
en 50 mL de agua ultrapura y, a continuacion, se disolvieron 0,1920 g de ABTS en la
disolucion anterior. Se mantuvo la nueva disolucién en agitacién a temperatura ambiente
durante toda la noche. Se preservé en condiciones de congelacion.

Acido monohidrato 3,4,5-Trihidroxibenzoico (Acido galico monohidrato, calidad
ACS > 98% obtenido de Sigma-Aldrich). Utilizado para realizar la curva de calibracién
para la determinacién del contenido total de fenoles.

Acido +6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico (Trolox, Sigma-Aldrich,
Spain). Se utilizé para realizar la curva de calibracion para la capacidad antioxidante.

Otros reactivos: Agua ultrapura, (milliQ Academic de Millipore); Acetonitrilo (calidad
HPLC, Honeywell de Riedel-de-Haén, Alemania); Reactivo Carrez | (AppliChem
Panreac, Spain); Reactivo Carrez Il (AppliChem Panreac, Spain); Reactivo del fenol de
Folin-Ciocalteu (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Alemania). Carbonato de sodio anhidro
(grado farmacéutico, PanReac AppliChem, Alemania).

3.1.2 Materias primas
3.1.2.1. Leche para desarrollo del método de extraccion

Leche cruda de cabra. Procedente de la granja docente e investigacion de cabras
Murciano-Granadinas de la Escuela Politécnica Superior de Orihuela (EPSO-UMH). Se
recogieron del tanque de refrigeracion 6 L de leche de dos ordefios consecutivos. Una
vez recogida la leche, en el laboratorio le leche se dividié en dos alicuotas de tres litros,
una de las cuales se pasteurizé a 80°C durante 30 minutos y la otra no sufrié ningun
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tratamiento. A continuacién, ambas alicuotas se separaron en cantidades de 30 mL en
botes de 60 m y se almacenaron a -80°C, para su posterior liofilizacién, ademas de
congelar también leche liquida para posteriormente estudiar diferentes ensayos
comparativos del método de extraccién para la determinacion de los compuestos
fendlicos totales y la capacidad antioxidante en leche.

3.1.2.2. Leche y leches fermentadas experimentales

Muestras de leche para la elaboracién de lehe fermentada (ver Figura 6). Se obtuvo
leche de las cabras de la granja EPSO-UMH que formaban parte de un experimento
dedicado a determinar el efecto de la inclusién de subproductos ensilados de brécoli y
alcachofa en la dieta de caprino lechero. Se dispusieron 3 lotes homogéneos (edad,
numero y estado de lactacién y produccion) de 25 cabras cada uno. Durante una etapa
pre-experimental de un mes de duracion los tres lotes se alimentaron con la misma dieta
para evaluar si el efecto del grupo de animales afectaba a los parametros en estudio.
Transcurrido el mes, se instauraron dietas diferenciadas: inclusion de 40% de
subproducto de brécoli ensilado (Lote 1, n=25 cabras), 40% planta de alcachofa ensilada
(Lote 2, n=25 cabras) y dieta convencional (Lote 3, n=25 cabras). Todas las dietas
fueron isoproteicas e isoenergéticas, su formulacion y caracteristicas se presenta en la
Tabla 1.

Tabla 1. Ingredientes (g/100 g de MS) y composicién quimica
(MS en g/Kg de MF, y el resto de parametros en g/Kg de MS)
de las dietas experimentales

Ingredientes (g/100 g MS) T SB | PA
Heno de alfalfa 376 | 12,2 -
Mix granos 592 | 21,5 | 52,6
Avena 3,2 | 26,2 -
Soja 44% - - 6,8
Silo - 40,0 | 40,0
Premix vitaminas/minerales - - 0,6

Composicion quimica T SB | PA
MS 878 | 333 | 475
MO 929 | 902 | 890
EE 53,1 | 57,1 | 52,0
PB 160 | 164 | 160
FND 378 | 354 | 381
FAD 241 | 237 | 254
LAD 56,5 | 47,6 | 49,3
TPC 3,65 | 493 | 3,28

T: dieta testigo; SB: dieta que incluye 40% de ensilado de
subproducto de brdcoli; PA: dieta que incluye 40% de ensilado
de planta de alcachofa dietas calculadas para una produccién
lechera de 2,5 kg/dia; MS: materia seca; MO: materia
organica; EE: extracto etéreo; PB: proteina bruta; FND: fibra
neutro detergente; FAD: fibra acido detergente; LAD: lignina
acido detergente; TPC: compuestos fendlicos totales.
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En leche se analizé composicion, color, fenoles totales y capacidad antioxidante. Para
la elaboracion de las leches fermentadas, se tomaron muestras de leche a diferentes
tiempos: Control 0 (Pre-experimental, todos los lotes alimentados con la dieta
convencional); Control 1 (tras 5 semanas en dietas diferenciadas), y Control 2 (tras 10
semanas en dietas diferenciadas). Se utilizaron los cultivos comerciales de yogur YO-
MIX™ 300 Danisco (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii spp
bulgaricus); y de queso MA400 Danisco (Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis,
Streptococcus thermophilus). Para la inoculacion de los cultivos, se siguieron las
indicaciones del fabricante. La leche se pasteurizé6 a Bafio Maria a 80°C durante 30
minutos y seguidamente se enfrié con hielo hasta la temperatura de incubacion de cada
cultivo. En el caso de YO-MIX™ |a leche se inoculé a 45°C y se llevo a incubacion a
43°C (tiempo=0 dias). En el caso de MA400, se inoculd a 32°C y se incub6 a 30°C
(tiempo=0 dias), en ambos casos se incubo hasta pH 4,6.

La leche fermentada con YO-MIX™ alcanzé6 un pH de 4,6 en aproximadamente 5 horas,
la de MA400 en 18 horas. Las leches fermentadas se mantuvieron en condiciones de
refrigeracion durante 30 dias y los muestreos se realizaron a los 2 dias (tiempo=2 dias)
y 30 dias (tiempo=30 dias) de almacenamiento. El dia de muestreo se determiné la
composicion, pH y recuentos. Ademas, se congelaron a -20°C muestras cuadruplicadas
para los posteriores analisis (color, fenoles y capacidad antioxidante).

= Control O (Pre-experimental)
= Control 1 (5 semanas de dieta diferenciada)
= Control 2 (10 semanas de dieta diferenciada)

+ YO-MIX™ -> leche fermentada + MA400 - leche fermentada

Tras fermentacion,
analisis a:

= 2dias

= 30dias

Figura 6. Esquema del proceso de preparacién de las muestras de leche
fermentada.
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3.2. Equipos utilizados

Espectrofotometro T80 UV/VIS de PG Instruments Ldt se utilizé para cuantificar los
compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante mediante espectrofotometria.

Centrifuga (5804R de Eppendorf); Filtros de Nylon 0,45 uM (Filter-Lab®, Barcelona)
y Jeringuillas de 5 mL. (Nipro Syringe, China): Se utilizaron para obtener los extractos
libres de impurezas para posteriormente su cuantificacion del contenido total en
polifenole y capacidad antioxidante por ultravioleta-visible UV.

Bano de calor con movimiento orbital (Unitronic 320 OrR); Balanza analitica (Sartorius,
modelo B120S-*F1), liofilizador (Telstar CRYODOS) y pHmetro (Crison 21 alelle
Benelane, Spain). Se utilizaron para la preparacién de las muestras, reactivos y medida
de pH.

Espectrofotémetro CR700d (Konica Minolta, Inc., Osaka Japén), usando un modo SClI,
observador a 10° e iluminador D65. Se utilizé6 para la determinacion del color de las
muestras.

Espectrofotémetro de infrarrojos con transformador de Fourier (FT120 Milko-Scan,;
Foss Electric, Hillergod, Denmark) con una calibracion comercial de Foss Electric
validada de acuerdo a ISO 21543:2006 (ISO, 2006). Se utilizé6 para el analisis de la
composicion quimica de las muestras.

3.3. Estudio comparativo de métodos de extraccion para la
determinacién de compuestos fendlicos totales en leche y capacidad
antioxidante

Para este objetivo, se siguid el esquema representado en la Figura 7, en el que se
estudié el efecto de la pasteurizacion y la eficacia de dos protocolos para la obtencion
del extracto de las muestras para la determinacién de compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante. Los protocolos A y B aparecen descritos en la Tabla 2. En
ambos protocolos se estudiaron diferentes tiempos de extraccién: toda la noche a 4°C
(b) 0 1 hora a 30°C en agitacion (a).

Leche liquida cruda

A
[ |

Pasteurizacion Leche cruda
30 min a 802C
A A
[ | [ |
Protocolo A Protocolo B Protocolo A Protocolo B

Figura 7. Esquema representativo del procedimiento de
obtencion de los extractos.
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Tabla 2. Procedimientos estudiados para la obtencion de los extractos de las muestras para la
determinacion del contenido en compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante.

Protocolo A ™"

Protocolo B ¥

8 mL de leche liquida

Liofilizacion de las muestras durante

2. Adicién de 10 mL de metanol-agua (50-50) y 72 horas.
agitacion con voértex 1 minuto Pesado de 3 g de muestra y adicion de
3. Adicién de 500 pL de Carrez | y agitaciéon con 20 mL de metanol-acido (85-15)
vortex 1 minutos Incubacion
4. Adicién de 500 yL de Carrez Il y agitacion a. 1horaa 30°C a 300 rpm Bl
con vortex 1 minutos b. Toda la noche a 4°C 1!
5. Adicién de 5 mL de Acetonitrilo y agitacién Centrifugacion 15 minutos a 5°C a
con vortex 1 minutos 7,800 xg
6. Adicidon de 1 mL de metanol-agua y agitacion Recuperacion del sobrenadante
con vortex 1 minuto Filtrado del sobrenadante con filtros
7. Incubacion Nylon 0,45 uM - extractos

Analisis de los extractos

a. 1 horaa 30°C a 300 rpm ™
b. Toda la noche a 4°C 1!
8. Centrifugacion 15 minutos a 5°C a 7,800 xg
9. Recuperacion del sobrenadante
10. Filtrado del sobrenadante con filtros Nylon
0,45 uM > extractos
11. Analisis de los extractos

[1] El protocolo A fue desarrollado por Velazquez-Vazquez et al. (2015).

[2] El protocolo B por Li et al. (2009).

[3] Condiciones de incubacion de la muestra descritas por Li et al. (2009).

[4] Condiciones de incubacion de la muestra obtenidas de Trigueros et al. (2014).

3.4. Determinacion de compuestos fendlicos totales (Método de
Folin-Ciocalteu)

A partir de los extractos de las muestras (leche pasterizada y leche cruda), utilizando el
Método A y B de extraccion y con los procedimientos de incubacion de las muestras
reflejados en la Tabla 2, se determiné el contenido en compuestos fendlicos totales de
las mismas. Para ello, se siguio el protocolo descrito por Kim et al. (2003). Se mezclo 1
mL de extracto con 9 mL de agua ultrapura en un matraz de vidrio de 25 mL.
Posteriormente, se adicioné 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2N y se incubé durante
5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Pasados los 5 minutos, se afiadieron
10 mL de carbonato de sodio al 7,5% y se enraso6 el matraz con agua ultrapura hasta
alcanzar los 25 mL. A continuacién, se incubaron las muestras, en oscuridad y a
temperatura ambiente, durante 120 minutos. Se realizo la lectura a 750 nm mediante
espectrofotometria (ver Figura 8). Para obtener la recta de calibracién se utilizé el
mismo procedimiento que la muestra, preparando 5 concentraciones crecientes de
acido galico (50, 100, 150, 200 y 250 mg/L). Los resultados se expresaron mg de
equivalentes de acido galico (EAG)/L de muestra.
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e
5 + 10 mL carbonato i N =
min sodico 120 min _@%’
Oscuridad Oscuridad
T2 ambiente +H,0 T2 ambiente

Lecturaa 750 nm

Figura 8. Representacion del procedimiento para la determinacion de los compuestos fendlicos totales.

3.5. Determinacién de capacidad antioxidante total (TEAC)

La capacidad antioxidante de las muestras se determind mediante dos métodos: el
método ABTS y el método DPPH.

3.5.1 Determinacioén de la capacidad antioxidante total mediante el método ABTS

La capacidad antioxidante mediante el método ABTS se determiné en base al método
descrito por Re et al. (1998). La disolucién de ABTS 7 mM preparada en K;S,05 2,45
mM se ajustd en el momento de uso con etanol al 80% hasta alcanzar una absorbancia
de 0,7 + 0,005 a 734 nm.

Una vez ajustada la solucion de ABTS, se anadié 0,1 mL de extracto de las muestras
en un tubo de vidrio de 25 mL junto con 4,85 mL de ABTS. Se incubd durante 6 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad y se leyo la absorbancia de las muestras a 734
nm. El procedimiento aparece representado en la Figura 9.

0,1 mL 4, 85 mL

—— — 6 min [
Oscuridad

T2 ambiente

Lecturaa 734 nm

Figura 9. Procedimiento para la determinacién de la capacidad antioxidante mediante
el método ABTS.

La actividad antioxidante se expresa como % de inhibicion de acuerdo a la formula
mostrada en la Figura 10, con respecto a la curva de calibracion obtenida a partir de 5
concentraciones crecientes de TROLOX, 0,15, 0,30, 0,5, 0,75y 1 mM en etanol al 80%.
Expresados los resultados también en mM de TROLOX/L de muestra.

C

% inhibicién = =100

B

Figura 10. Ecuacion utilizada para el calculo del
porcentaje de inhibicién. Ac es la absorbancia de la
muestra, y Ag la absorbancia del blanco.
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3.5.2 Determinacion de la capacidad antioxidante total mediante el método
DPPH

La capacidad antioxidante mediante el método DPPH se determiné en base al método
descrito por Brand-Wiliams et al. (1995). La disolucién de DPPH 0,6 mM en etanol al
80% se ajustd, en el momento de uso, con etanol al 80% hasta alcanzar una absorbancia
de 0,68 + 0,005 a 515 nm.

Una vez ajustada la solucién de DPPH, se afadié 0,1 mL de extracto de las muestras
en un tubo de vidrio de 25 mL junto con 4,85 mL de DPPH. Se incubd durante 120
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, y se ley6 la absorbancia de las
muestras a 515 nm. El procedimiento aparece representado en la Figura 11. La
actividad antioxidante se expresa como % de inhibicibn de acuerdo a la féormula
mostrada en la Figura 10, con respecto a la curva de calibracion obtenida a partir de 5
concentraciones crecientes de TROLOX, 0,15, 0,30, 0,5, 0,75y 1 mM en etanol al 80%.
Expresados los resultados también en mM de TROLOX/L de muestra.

NN N
< < 120 min -
Oscuridad

T2 ambiente

Lecturaa 515 nm

Figura 11. Procedimiento para la determinacién de la capacidad antioxidante mediante
el método DPPH.

3.6. Determinacion del color

El color de las muestras se midié utilizando un Espectrofotometro CR700d (Konica
Minolta, Inc., Osaka Japén), usando un modo SCI, observador a 10° e iluminador D65.
Durante las medidas se usaron un soporte de muestra CM-A514 (Konica Minolta, Japon)
y una célula rectangular de vidrio disefiada para transmitancia de alta precision (CM-
A132, 50 X 38, paso optico de 20 mm, Minolta, Osaka, Japdén). Las muestras se
colocaron en la célula para la determinacion del color. Se estudiaron las coordenadas
del color CIELAB (L*: luminosidad; a*: rojo; b*: amarillo).

3.7. Determinacion de la composicion y del pH

La composicién de las muestras (porcentaje de grasa, proteina y sélidos totales) se
analizé usando un espectrofotdmetro de infrarrojo cercano con transformada de Fourier
(FT120 Milko-Scan; Foss Electric, Hillerdpd, Denmark) con una calibracién comercial de
Foss Electric validada de acuerdo a ISO 21543:2006 (ISO, 2006). Las muestras se

calentaron previamente a 40°C. El pH se determiné con un pHmetro Crison 21GLP
(Alella, Barcelona).

3.8. Recuento microbioldgico

Se utilizaron dos medios de cultivo MRS (recuento de lactobacilos) y M17 (recuento de
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lactococcos y estreptococos) agar para el recuento microbioldgico de las leches
fermentadas. Las condiciones de incubacion utilizadas fueron las indicadas por Muelas
et al. (2018). Los yogures obtenidos con YO-MIX™ se incubaron a 37°C durante 48
horas en Agar MRS para el crecimiento de latobacilos y bajo condiciones de
microaerofilia. En M17 se sembraron para el crecimiento de streptococos bajo
condiciones aerdbicas a una temperatura de 30°C durante 48 horas. Las leches
fermentadas con MA400, se contaron en Agar M17 (pH = 7.2 £ 0.2) con una temperatura
de incubacién de 30°C durante 48 horas, en condiciones aerodbicas.

3.9. Modelos matematicos y analisis de los datos

Los datos obtenidos de todos los andlisis fueron introducidos en una hoja excell (Excell
2016, Microsoft Corporation, California, USA) y después transformados a datos SAS
(SAS 9.4, SAS Institute Inc., 2012, Cary, NC) para su posterior analisis estadistico.
Para estudiar el efecto los microorganismos estudiados (YO-MIX™ y MA400) en la leche
procedente de las 3 dietas alimenticias aportadas a los animales (testigo, planta de
alcachofa y brdcoli) en los parametros de composicién (grasa, proteinas y sodlicos
totales), compuestos fendlicos (TPC), propiedades antioxidantes (DPPH y ABTS) y color
(a*, b*y L*), teniendo en cuenta cada uno de las elaboraciones (periodo preexperimental
y experimental: controles 1 y 2) se empled un modelo lineal general (Proc. GLM,
SAS 9.4) utilizando el siguiente modelo:

Y= u + LOTE/DIETA; +MICRO;+DIAS, + REP,(DIASy) +
LOTE/DIETA;* MICRO; + DIAS* MICRO; + LOTE/DIETA;* MICRO;*DIAS :+ €jj

Y= variable dependiente

M: media

LOTE/DIETA:: efecto del lote en el periodo preexperimental (1, 2 y 3; todos los lotes tenian la misma dieta) /efecto
de la dieta en los 2 controles experimentales (n=3; testigo, planta de alcachofa y brécoli)

MICRO;: Microorganismo ensayado (A400 y Yomix)

DIAS,: dias de fermentacion, adicién de microorganimos (0, 2 y 30 dias)

REP(DIAS;)): repeticiones de analisis de cada variable dentro decda elaboracion

Parametros de composicion: n=2

Compuestos fendlicos: n=2

Capacidad antioxidantes: n=2

Variables de color: n=5

Lomgitudes de onda: n=5

LOTE/DIETA* MICRO;: interaccion de la lote/dieta por el microorganismo

DIAS* MICRO;: interaccion del dia de fermentacion por el microorganismo

LOTE/DIETA* MICRO;*DIAS: interaccion de la lote/dieta por el microorganismo y por el dia de fermentacion
€ijm: €rror residual

Para estudiar la correlacion entre los parametros a* y b* de color, los compuestos
fendlicos y la capacidad antioxidante se utilizé el coeficiente de Pearson del PROC
CORR del paquete estadistico SAS. En el periodo experimental el analisis se realizd
considerando la dieta, el microorganismo y el dia de fermentacion. En el periodo
preexperimental, como todos los animales consumian la misma dieta, se considero el
microorganismo y el dia de fermentacion.
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4. Resultados y discusion

4.1. Estudio comparativo de métodos de extraccion para la
determinacién de compuestos fendlicos totales en leche y capacidad
antioxidante

La leche es una matriz compleja por su elevado contenido en proteinas y grasas, siendo
muy importante su eliminacion para la correcta deteccién de los compuestos fendlicos
totales y la determinacién de la capacidad antioxidante. Para ello, se utilizan
generalmente compuestos quimicos como el acetonitrilo, Carrez | y Il (Velazquez-
Vazquez et al. 2015) o bien un disolvente extractante acidificado (Li et al. 2009),
generalmente con &cido clorhidrico, seguido de procedimientos fisicos, como la
centrifugacion y filtracion (filtros de 0.45 ym o 0.22 ym) para obtener un extracto nitido
para su correcta cuantificacion. Con respecto al disolvente extractante utilizado, el mas
comun es el metanol debido a su mayor polaridad, lo que contribuye a una mayor
extraccion de compuestos fendlicos con respecto a otros disolventes como el etanol o
acetona (Velazquez-Vazquez et al. 2015).

Tabla 3. Estudio de la repetibilidad en los métodos de extraccion en muestras de leche para la
determinacion del contenido total en fenoles (mg de EAG/L de muestra) y capacidad antioxidante.

Muestras de  Tiempo/temperatura fe:Z;:fo):etzZ;s Coeficiente de
leche (n=25) de incubacion variacion (C,) (%)
(mg EAG/L)

1h/30°C"! 68,93 + 16,43 23,84
étodo A Cruda Noche (12 h)/4°C*” 69,05 + 21,14 30,62
Pasteurizada 1 h/30°C™ 49,38 + 7,86 15,93
Noche (12 h)/4°ct 46,59 + 10,25 21,99
1 h/30°C™ 53,92 + 6,90 12,79
Metodo B2 Cruda Noche (12 h)/'4°Cl‘” 48,67 + 4,46 9,19
Pastourizada 1 h/30°C™ 45,68 + 6,02 13,18
Noche (12 h)/4°C 35,41+ 4,09 11,55

[1] El protocolo A fue desarrollado por Veldazquez-Vazquez et al. (2015).

[2] EIl protocolo B por Li et al. (2009).

[3] Condiciones de incubacién de la muestra descritas por Li et al. (2009).

[4] Condiciones de incubacion de la muestra obtenidas de Trigueros et al. (2014).

En la Tabla 3 se muestran los valores medios, en mg de EAG/L de muestra, de
compuestos fenolicos totales cuantificados en leche liquida, tanto cruda como
pasteurizada, utilizando dos métodos diferentes de extraccién (Método A y B), junto con
su respectivo coeficiente de variacion. Tanto para la leche cruda como para la leche
pasteurizada, se detecté mayor cantidad de compuestos fendlicos totales al utilizar el
meétodo A (acetonitrilo), aunque sin diferencias relevantes con los obtenidos mediante el
método B (metanol acidificado) de Li et al. (2009). En la literatura cientifica los valores
habitualmente reportados para compuestos fendlicos totales en leche de cabra se sitian
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entre 60 y 100 mg de EAGIL, y son, por tanto, similares a los obtenidos con ambos
meétodos (Velazquez-Vazquet el al. 2015; Chavez-Servin et al., 2018). Es necesario
indicar que el tratamiento de pasteurizacién ocasiond un descenso de entre el 15,28 y
el 32,46% en la cuantificacion de compuestos fendlicos totales, o que apunta a una
degradacién parcial de compuestos fendélicos causada por la aplicacion de calor (80°C)
(Volf et al., 2014). También se estudiaron dos condiciones de incubacion de las
muestras para la extraccion (1 hora a 30°C y toda la noche (12 h) a 4°C), no mostrando
diferencias relevantes en cuanto a cantidad de compuestos fendlicos totales extraidos,
por lo que, por razonas técnicas se decidio incubar las muestras durante 1 hora a 30°C.
De este modo, se logrd evitar ciertas dificultades técnicas que surgieron durante la
incubacion a 4°C durante toda la noche, como son: tiempos elevados de duracion del
experimento o el aumento de turbidez de las muestras por el efecto de la baja
temperatura.

Si bien ambos métodos (A y B) permitieron obtener niveles de fenoles totales similares
a los reportados en la literatura cientifica, se selecciond trabajar en adelante con el
Método B, debido al bajo coeficiente de variacion de las repeticiones y a la menor
complejidad del método, con incubacién de 1 hora a 30°C, debido al ahorro de tiempo.

4.2. Leches y leches fermentadas obtenidas de leche procedente de
3 lotes de animales alimentados con dieta convencional en el periodo
pre-experimental

El principal objetivo de realizar este estudio comparativo entre leche procedente de lotes
homogéneos de animales, sometidos a la misma dieta, fue determinar si los grupos de
individuos daban lugar a diferencias per se y poder asi diferenciarlas de las posibles
diferencias causadas por las dietas a ensayar.

4.2.1. Parametros del color (a*, b* y L*) en leche y leches fermentadas en
periodo pre-experimental

En la Tabla 4 se observa la evolucion de los valores de los parametros del color (a*, b*
y L*) en leche y leche fermentada obtenida con dos tipos de cultivos mixtos de yogur y
queso, respectivamente (YO-MIX™: a y MA400: b) elaboradas con leche de ganado
caprino de tres lotes de animales alimentados con la misma dieta convencional.

Los valores obtenidos en los parametros de color no se asemejan a los reportados por
otros autores en leche de cabra Murciano-Granadina (Capellas et al., 2001: L* cercana
a 90, b* cercana a 8 y a* cercana a -0,81; Vargas et al., 2008: L* cercana a 90 y Costa
etal., 2015: L* cercana a 89, a* cercana a 0,69 y b* a 7,5.), obteniendo en nuestro caso
valores cercanos a 77 para la L*, a 5 para la b* y a -2 para la a*. El resto de autores
encuentra valores similares entre si, pudiendo deberse a diferente alimentacion (sin
datos disponibles en esos estudios) respecto a nuestros animales, o bien a otros
motivos, por lo que fue necesario seguir analizando los datos. Se procedio a calcular los
indices AE segun Capellas et al., (2001) para evaluar las diferencias de color de leche
y leche fermentada entre diferentes lotes. Para su calculo se incluyeron las tres
coordenadas (L*, a* y b*). Se considerd que un AE inferior a 1 no era perceptible al ojo
humano, y, por tanto, carecia de relevancia (Capellas et al., 2001). Los valores de AE
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oscilaron entre 0,5 y 3, siendo las diferencias menores las detectadas al comparar las
leches fermentadas de diferentes lotes entre si y las mayores al comparar la leche sin
fermentar. El AE alcanzé valores de 3 para las muestras de leche y tras la fermentacién
las diferencias fueron menores de 1. Este hecho, unido a la observacion, durante la
manipulacién de las muestras, de ligeros signos de desestabilizacién, nos llevan a
considerar que las condiciones de almacenamiento a -20°C no fueron adecuadas para
la posterior determinacion del color de la leche, siendo los problemas menores en el
caso de las leches fermentadas. Esto implica que los resultados de color obtenidos
deben tomarse con cautela y centrarse en las diferencias coherentes a lo largo de todo
el estudio como es el efecto de la fermentacion y del almacenamiento.

Tabla 4. Valores medios y su desviacion estandar de las variables del color (a*, b* y L*) de las muestras de leche y leches

fermentadas del control O (pre-experimental), en tres lotes de animales diferentes alimentados con dieta convencional para el
cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b) a diferentes tiempos de fermentacion (0, 2 y 30 dias).

a YO-MIX™
Dias 0 2 30 NSa | NSb | NSL
Variable a* b* - a* b* L a* b* -
Lote 1 171+ | 547+ | 7757+ | 198+ | 532% 8252 & 19+ | 588 & | 8194+ o
0.01* 0.08* 1.02% 0.02%® 0.10%® 0.55% 0.02*° 0.17* 0.29%
Lote 2 217% 526+ | 7797+ | 1.78% | 507% 8303+ | -176% | 607+ | 8369z "
0.01" 0.06™ 0.98% 0.01*® 0.02*® 0.56% 0.01° 0.08> 0.16>
Lote 3 221 414+ | 7534+ | 192+ | 577% 8287+ | 177+ | 588 £ | 8283% | .. -
0.01% 0.19% 0.75™ 0.01% 0.03® 0.11%® 0.02® 0.12*° 0.05%
NS NS .
b MA400
Dias 0 2 30 NSa | NSb | NSL
Variable a* b* L a* b* L a* b* -
Lote 1 A7+ 547+ | 7757+ | -195% | 429% 8051+ | 173+ | 528% | 8280+ .
0.01* 0.08* 1.02 0.02%® 0.13% 0.34% 0.04*° 0.09* 0.69*°
Lote 2 217+ 526+ | 7797+ | 177+ | 476+% 8238+ | 167+ | 532+ | 8323+ N
0.01" 0.06™ 0.98% 0.02*® 0.09* 0.35% 0.02° 0.04% 0.92*°
Lote 3 221 414+ | 7534+ | 186+ | 417= 8104+ | 160+ | 525% | 8369+
0.01 0.19% 0.75% 0.04°® 0.18% 0.97%® 0.01° 0.05% 0.03*
NS . - NS NS

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001).

Los valores con un superindice con letra minuscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Tras la fermentacion (2 dias) se produjo un aumento de L* (entre 4,95 y 7,53 unidades)
para el cultivo de yogur YO-MIX™  con respecto a la leche, y luego se mantuvo estable
hasta los 30 dias de almacenamiento. En el caso del cultivo de queso MA400, el
comportamiento fue similar con la salvedad de que la L* aumentd ligeramente tras 30
dias de almacenamiento (entre 0,85 y 2,85 unidades). Este proceso pudo deberse a que
MAA400, al tratarse de un cultivo para queso, no es tan acidificante como el YO-MIX™,
concordando con los resultados descritos por Garcia-Pérez et al. (2005), en los que, el
valor de L* estaba relacionado con la acidez. De la misma forma, se observé un aumento
de los valores de b* a los 30 dias con respecto a los 0 dias, para ambos cultivos
comerciales (1,74 unidades como maximo). Esto pudo deberse a que durante la
fermentacion y almacenamiento se podrian haber liberado compuestos pigmentados
capaces de hacer el producto mas amarillo, coincidiendo con Needs et al. (2000), que
observaron que la refrigeracion del yogur a 4°C producia cambios en los valores del
color, aumentando los valores de b* especialmente. Sin embargo, a pesar de que tales
diferencias fueron detectadas con el espectrocolorimetro, posiblemente serian
inapreciables al ojo humano (Garcia-Pérez et al., 2005), visto también su AE inferior a
1. En todos los casos, los parametros b* (mas amarillo) y L* (mas blanco) aumentaron
a causa de la fermentacion, mientras que el valor de a* tendié a mantenerse constante.
Las tendencias en los parametros de color fueron iguales en todos los lotes de animales.
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4.2.2. Composicion (%): proteinas (PT), grasa (G) y sélidos totales (ST) en
leche y leches fermentadas en el periodo pre-experimental

Enla Tabla 5 se observa la evolucion de los valores de los parametros de la composicion
(grasa, proteinas y sélidos totales) en leche y leche fermentada con dos tipos de cultivos
mixtos (YO-MIX™: a y MA400: b) de ganado caprino de tres lotes diferentes alimentados
con dieta convencional.

Tabla 5. Valores medios y su desviacion estandar de las variables de la composicion (G: grasa, PT: proteinas y ST: solidos
totales expresados en porcentaje de composicion de la leche) de las muestras de leche y leches fermentadas del control 0
(pre-experimental), en tres lotes de animales diferentes alimentados con dieta convencional para el cultivo mixto YO-MIX™
(a) y para cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos de fermentacion (0, 2 y 30 dias).

a YO-MIX™
Dias 0 2 30 NGS e §$
Variable G PT ST G PT ST G PT ST
Lote1 | 479t | 334t | 1396% | 472t | 334t | 1307t | 454t | 333z | 1305¢ NS
007* | 002* | 001™ | 002® | 003 | o002° 0.02° | 0.01* | 0.01* *
Lote2 | 446t | 334t | 1356t | 437t | 333t | 1274% | 418t | 337% | 12.74x | .. NS
002 | 001 | 002* | 001® | 001" | 002° 0.03° | 0.01* | 003®
Lote3 | 469t | 337t | 1384t | 486t | 334t | 13.18% | 467t | 344z | 1327¢
001" | 002" | 002* | 001® | 003" 0.02°° 0.01% | 002 | 002¢ | = s
NS - NS NS -
b MA400
Dias 0 2 30 NGS Eﬁ §$
Variable G PT ST G PT ST G PT ST
Lote1 | 479t | 334% | 1396t | 500% | 335% | 1301% | 498% | 336 | 13.33¢%
006" | 002* | 001 | 003® | 010% | 0.04* 001" | 001" | 001 | NS
Lote2 | 446t | 334t | 13565t | 487% | 333¢ | 1277% | 496+ | 337t | 1334z NS
002 | 001a* | 002 | 001™ | 001 0.01% 0.03® | 001" | 002¢ | *
Lote3 | 460t | 337+ | 1384t | 479% | 338% | 1274% | 486+ | 343: | 1317¢ N -
0.01* | 002* | 002* | 001® | 001" 0.02°° 0.01° | 0.03® | 001°
NS *k NS Kkk * * kK *k * *kk

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
Eo%(\)/(;?g-res con un superindice con letra minuscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

En todos los casos, los tres parametros se mantuvieron dentro del rango considerado
como normal en la composicion de la leche de cabra (Amiot et al., 1991; Muelas et al.,
2017): valores medios de grasa: 4,4 (minimo 2,4 y maximo 7,8); proteinas: 3,7 (minimo
2,9 y maximo 5,6) ST: 13,8 (12 y 22,6). Las ligeras variaciones observadas entre los
valores (de menos de 0,5 unidades para la grasa, 0,1 para proteinas y 0,95 para los
sélidos totales) a lo largo del tiempo se encontraron dentro de los valores medios
descritos por la bibliografia, por lo que las diferencias se podrian considerar irrelevantes.
El mismo fendmeno se produjo entre los distintos lotes de animales, todos presentaron
valores tipicos de composicion de leche de cabra. Si bien se detectaron diferencias
significativas en contenido graso y solidos totales entre los lotes, estas diferencias
fueron pequefias desde el punto de vista cuantitativo (0,3 unidades).

4.2.3. Compuestos fendlicos (TPC), y capacidad antioxidante (DPPH y
ABTS) en leche y leches fermentadas en periodo pre-experimental

En la Tabla 6 se muestran los valores medios de la cantidad de compuestos fendlicos
totales y de la capacidad antioxidante en leche y leche fermentada con dos tipos de
cultivos mixtos (YO-MIX™: a y MA400: b) de ganado caprino de tres lotes diferentes
alimentados con dieta convencional.
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Tabla 6. Valores medios y su desviacion estandar de las variables de los compuestos fendlicos totales (TPC) (mg EAG/L de
muestra) y la capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) (mM de TROLOX/L de muestra) las muestras de leche y leches
fermentadas del control O (pre-experimental), en tres lotes de animales diferentes alimentados con dieta convencional para el

cultivo mixto YO-MIX™ (a) v para cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos de fermentacion (0, 2 v 30 dias).

a YO-MIX™
Dias 0 2 30 T’\ll?‘SC DEEH AE$S
Variable TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS
Lote1 | 4177 | 030 | 022+ | 8415+ | 065z 024+ | 7166+ | 041+ | 023¢ . - NS
1.61% 0.02°* 002 | 1569 | 0.01% 0.01 0.18% 0.02°* 0.01%*
Lote2 | 3657+ | 046 | 019t | 8524+ | 062z 016+ | 6670t | 045+ | 022¢% . NS
3.39% 0.03* 002 | 14.33® | 0.06® 0.03 0.55% 0.01%* 0.01%*
Lote3 | 4396+ | 047+ | 019+ | 8265+ | 052% 026+ | 6796+ | 042+ | 022¢ -
421 | 002" | 008" | 495° | 048* | 005™ | 081° | 007 | 001* NS | NS
NS NS . NS NS NS * NS NS NS
b MA400
Dias 0 2 30 TI\IIDSC DggH Ag%
Variable TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS
Lote1 | 4177 | 030+ | 022+ | 9995% | 063z 024+ | 8673+ | 037+ | 022z NS
1.61% 0.02* 0.02* 1.47°° 0.04%® 0.01* 1.27°¢ 0.01* 0.01* ** *
Lote2 | 3657+ | 046+ | 019% | 9624+ | 062z 027+ | 8510 | 041% 0.24% .
3.39% 0.03* 0.02°* 1.14% 0.05® 0.03" 0.60° 001" | 0.01*° *
Lote3 | 4396+ | 047+ | 019% | 106.88 | 063z 027+ | 8802t | 038+ | 027z
4.21% 0.02 0.08% + 014 | 0.06% 0.49° 0.02° 0.01° *
0.95"
NS
NS . NS . NS NS NS NS NS

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p

<0,001).

Los valores con un superindice con letra minUscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <

0,05; **p < 0,01; **p < 0,001).

Entre lotes de animales no se observaron diferencias significativas en el contenido en
compuestos fendlicos totales (TPC). En todos los casos, los TPC aumentaron con la
fermentacion, a dia 0 (leche) a los 2 dias. Dicho aumento fue superior para el cultivo
MA400 (aumento de entre 58,18 y 62,92 unidades) que para el cultivo YO-MIX™
(aumento de entre 38,69y 48,67). Para ambos cultivos, los compuestos fendlicos totales
disminuyeron con el almacenamiento (de 11,14 a 18,56 unidades). No es razonable
deducir que hay un aumento real de compuestos fendlicos, sino que durante la
fermentacion se podrian estar produciendo otro tipo de compuestos que interactien
también con el reactivo de Folin-Ciocalteu utilizado para la cuantificacion de los TPC.
Castro-Alves y Cordenunsi (2015) afirmaron que el método Folin-Ciocalteu, pese a que
sea el mas usado mundialmente para la deteccién de TPC por su simplicidad, bajo coste
y alta reproducibilidad, se basa en la capacidad reductora de los compuestos fenélicos
de la muestra, pudiendo estar presentes otros compuestos no fendlicos con capacidad
reductora (como acido ascérbico, azucares o pigmentos) que también interactuen con
el reactivo, dando lugar a una sobreestimacién de la cantidad de TPC en la muestra.
Durante la fermentacion de la leche se genera un ambiente reductor, dado que algunas
cepas ocasionan deplecion de oxigeno (Lourens-Hatting y Viljoen, 2001) que
favoreceria que una mayor cantidad de compuestos reaccionaran con el reactivo de
Folin-Ciocalteu.

En el caso de la actividad antioxidante, se produjo un aumento (de hasta 0,35 unidades)
al cuantificarla por el método DPPH durante la fermentacion, disminuyendo (hasta 0,26
unidades) durante el almacenamiento. En el caso del ABTS, los valores no mostraron
ninguna variacion relevante durante la fermentacion y el almacenamiento,
manteniéndose constantes durante todo el proceso.
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4.2.4. pH y recuento microbiolégico en leche y leche fermentada en periodo
pre-experimental

En la Tabla 7 se muestran los valores medios de las medidas de pH y del recuento
microbiologico en leche y leche fermentada con dos tipos de cultivos mixtos (YO-MIX™:
a y MA400: b) de ganado caprino de tres lotes diferentes alimentados con dieta
convencional.

Tabla 7. Valores medios y su desviacion estandar de las medidas de pH y de los recuentos
microbiolégicos (M17 y MRS), en logs, cfu/g, de las muestras de leches fermentadas del control
0 (pre-experimental), en tres lotes de animales diferentes alimentados con dieta convencional
para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos de
fermentacion (0, 2 y 30 dias).

a YO-MIX™ NS | NS NS
Dias 2 30 M17 | MRS pH
Variable | M17 MRS oH M17 MRS pH
Lote 1 869 | 587z 454 % 852% | 577t | 442 . NS "
0.05* | o0.12* 0.02* 007% | o0.10* | 0.03*®
Lote2 | 843 | 595z 4392 834 | 575% | 4.30%
002" | 049" | o001 | 003 | 021* | oo1™ | NS | NS NS
Lote3 | 908% | 575z 446+ 898% | 470t | 445 X
0.03% 0.21° 0.02% 0.02% 0.01°® 0.01° NS NS
NS * NS . - - NS
Df’ MA400 NS NS
fas 2 30 M17 | pH
Variable M17 pH M17 pH
Lote 1 922 | 429% 855+ | 432+ NS
0.04* 0.01* 0.05® | 0.06™
Lote 2 920 | 423z 817 | 431z .
0.00* 0.03* 0.18"% | 0.01%®
Lote 3 919 | 422% 836+ | 446+
0.01% 0.06" 0.15% | 0.01%®
NS NS * * o

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05;

**p <0,01; ***p < 0,001).

Los valores con un superindice con letra minuscula distinta en la misma columna presentan diferencias

significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
Los recuentos de bacterias lacticas, y la acidez desarrollada pueden afectar al color y
como ya se ha comentado, al ambiente reductor de la leche fermentada. Los recuentos
observados en la tabla fueron similares a los observados por Muelas et al. (2018) para
MA400 también en leche de cabra, que se trata de un cultivo mixto de cepas de
Lactococcus y por tanto se realizaron los recuentos en M17. Respecto al cultivo de yogur
YO-MIX™ no se ha encontrado en la literatura el uso del mismo cultivo comercial en
trabajos con leche de cabra, pero los resultados coinciden con las especificaciones del
fabricante, y son similares a los de Muelas et al. (2018) y Yadav et al. (2018) para
recuentos en M17 (estimacién de Streptococcus thermophilus) en yogures y menores
para los recuentos en agar MRS (Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus). A la vista
de los resultados de la Tabla 7, el lote de animales no dio lugar a diferencias de pH ni
de crecimiento de bacterias lacticas. El recuento de YO-MIX™ en M17 disminuyé con el
tiempo de almacenamiento, pero no de forma relevante (maximo de 0,17 unidades), al
igual que el de MA400 (maximo 1,03 unidades). Dicha disminucion podria ser debida al
efecto del envejecimiento del cultivo durante el almacenamiento en refrigeracién. Lo
mismo ocurre en la comparacion entre distintos lotes, las diferencias entre los valores
fueron irrelevantes (maximo de 0,65 unidades). En el caso del recuento en MRS para el
YO-MIX™ no se encontraron diferencias significativas.
El pH no mostro diferencias relevantes con el tiempo, mostrandose invariable en el caso
del YO-MIX™ y aumentando ligeramente en el caso del MA400, al tratarse de una
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mezcla de cepas con menor capacidad acidificante cuya finalidad es participar en los
procesos de maduraciéon del queso. Los lotes de animales dieron lugar a leche con la
misma aptitud a la fermentacion.

4.3. Leches y leches fermentadas obtenidas de leche procedente de
animales con dietas diferenciadas (Lote 1: brocoli, Lote 2: planta de
alcachofa y Lote 3: dieta convencional) durante 5 semanas

En este punto es necesario recordar que los lotes estaban constituidos por los mismos
individuos a lo largo de todo el estudio. En este primer control llevaban 5 semanas bajo
dietas diferentes: 1) con 40% de subproducto de brdécoli, 2) con 40% de subproducto de
alcachofa y 3) en la misma dieta convencional. Nuestro objetivo fue ver si el
mantenimiento de 5 semanas en estas dietas ocasiona diferencias en los parametros
estudiados.

4.3.1. Parametros del color (a*, b* y L*) en leche y leches fermentadas tras
5 semanas de dieta diferenciada

En la Tabla 8 se observa la evolucion de los valores de los parametros del color (a*, b*
y L*) en leche y leche fermentada con dos tipos de cultivos mixtos (YO-MIX™: a y
MA400: b) de ganado caprino de tres lotes distintos alimentados con diferentes dietas
(Lote 1: brécoli, Lote 2: planta de alcachofa y Lote 3: dieta convencional). En todos los
casos, los parametros b* y L* a* mostraron la misma tendencia que en el Control 0,
mostrando que las ligeras diferencias que pudimos encontrar entre lotes no se pueden
asociar al cambio de alimentaciéon. Por tanto, no se observaron diferencias relevantes
en los parametros del color de la leche y de leches fermentadas tras 5 semanas de
inclusién de subproductos de brocoli y alcachofa en la dieta de las cabras lecheras.

Tabla 8. Valores medios y su desviacion estandar de las variables del color (a*, b* y L*) de las muestras de leche y leches
fermentadas del control 1 (5 semanas en dietas diferenciadas), segun el tipo de alimentacién (Lote 1: brécoli; Lote 2: planta
de alcachofa; Lote 3: dieta convencional) para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b) a diferentes tiempos
de fermentacion (0, 2y 30 dias).

a MA400
Dias 0 2 30 NS a NS b NS L
Variable a* b* L* a* b* L* a* b* L*
Lote 1 -1.45Ai 5.89 f 80.34At -1.50Ai 6.44 § 85.9351 -1.45Bi 6.70 % 84.94Ct » o .
0.02* 0.09* 0.67 0.01* 0.08" 0.64" 0.03" 0.13° 1.13°
Lote 2 -1 .34bAt 4.775 77.53:); -1 .58bBt 5.34b§ 85.1 QBi -1 .59bBt 5.56£ 82.5ltct ek . .
0.07 0.10 1.05 0.02 0.01 0.65" 0.03 0.10 0.92
Lote 3 -1 .44% 5.32 f 78.73At -1 .7681 5.63 % 83.81bBi -1 .62th 5.78 % 83.41bBt e o o
0.03* 0.03 0.20° 0.01° 0.01° 0.67 0.04 0.05° 1.05
b YO-MIX™
Dias 0 2 30 NS a NS b NS L
Variable a* b* L* a* b* L* a* b* L*
Lote 1 -1.45Ai 5.89 f 80.34At -1.63Bi 7.24 § 85.15b§ -1.55Ci 7.43 % 85.46‘3: ** e o
0.02* 0.09* 0.67* 0.11% 0.06” 0.39° 0.02° 0.04° 0.25%
Lote 2 -1 .313 4.775 77.53:); -1 .45bBt 5.88b§ 86.04bBi -1 .49th 5.96£ 84.95Ct N ok N
0.07 0.10 1.05 0.03 0.09 0.98 0.01 0.02 0.45°
Lote 3 -1 .44% 5.32 f 78.73At -1.67Bt 5.97 % 84.3651 -1.65Bi 6.34 Ci 83.81bBt ek ok .
0.03* 0.03" 0.20° 0.02% 0.02° 0.69" 0.04° 0.05° 0.66
NS ok - *x - * P * - *

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001).

Los valores con un superindice con letra mintscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.3.2. Composicion (%): proteinas (PT), grasa (G) y sélidos totales (ST) en
leche y leches fermentadas tras 5 semanas de dieta diferenciada

Enla Tabla 9 se observa la evolucion de los valores de los parametros de la composicion
(grasa, proteinas y sélidos totales) en leche y leche fermentada con dos tipos de cultivos
mixtos (YO-MIX™: a y MA400: b) de ganado caprino sometido a dietas diferenciadas
durante 5 semanas. En todos los casos, los tres parametros se mantuvieron dentro del
rango considerado como normal en la composicién de la leche de cabra (Amiot et al.,
1991; Muelas et al., 2017), al igual que ocurrié en el Control 0. Si bien se detectaron
diferencias significativas en contenido graso y solidos totales entre los lotes, estas
diferencias fueron pequenas desde el punto de vista cuantitativo (0,3 unidades). Por
tanto, no se encontraron diferencias relevantes en la composicion de la leche y de leches
fermentadas tras 5 semanas de inclusion de un 40% de subproductos ensilados.

Tabla 9. Valores medios y su desviacion estandar de las variables de la composicion (G: grasa, PT: proteinas y ST: solidos
totales en porcentaje de composicion de la leche) de las muestras de leche y leches fermentadas del control 1 (5 semanas
dietas diferenciadas), segun el tipo de alimentacion (Lote 1: brocoli; Lote 2: planta de alcachofa; Lote 3: dieta convencional)
para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos de fermentacion (0, 2 y 30 dias).

a YO-MiX™ NS NS NS
Dias 0 2 30 G PT ST
Variable G PT ST G PT ST G PT ST
Lote 1 538% | 8.23% | 1424% | 520% | 316% | 13.19% | 609% | 324% | 1424% N "
0.23° 0.04° 0.21° 0.02° 0.03° 0.01° 0.01° 0.02° 0.02°
oo 2 490% | 323% | 1424% | 444z | 323% | 1244% | 5d6% | 827% | 1350¢ | .. N
0.01 0.04° 0.21° 0.02 0.04 0.02 0.02 0.02° 0.03
Lo 3 495+ | 331 | 1388% | 473z | 323% | 1269% | 506% | 336% | 13.27% N N
0.02 0.00 0.02 0.04° 0.04 0.01° 0.02° 0.01 0.02°
b MA400
Dias 0 2 30 NGS e §$
Variable G PT ST G PT ST G PT ST
Lote 1 538+ | 323t | 1424% | 561% | 312% | 1390% | 631 | 327% | 1431+ | .. .
0.23° 0.04° 0.21° 0.01° 0.00° 0.06° 0.02° 0.01° 0.02°
oo 2 490+ | 323% | 1424% | 637 | 825% | 1322% | 555% | 331% | 13.46% N - .
0.01 0.04° 0.21 0.02 0.01 0.21 0.01 0.01 0.02
Lot 3 495+ | 331% | 1388% | 545& | 336% | 1341+ | 561+ | 350% | 13.88% | .. .
0.02 0.00 0.02° 0.01° 0.02° 0.01° 0.11 0.03° 0.03°

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001).

Los valores con un superindice con letra minUscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

4.3.3. Compuestos fendlicos (TPC), y capacidad antioxidante (DPPH y
ABTS) en leche y leches fermentadas tras 5 semanas de dieta diferenciada

En la Tabla 10 se muestran los valores medios de la cantidad de compuestos fendlicos
totales y de la capacidad antioxidante en leche y leche fermentada con dos tipos de
cultivos mixtos (YO-MIX™: a y MA400: b) de ganado caprino de tres lotes diferentes
alimentados con inclusion de subproductos ensilados y dieta convencional.
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Tabla 10. Valores medios y su desviacion estandar de las variables de los compuestos fendlicos totales (TPC) (mg EAG/L de
muestra) y la capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) (mM de TROLOX/L de muestra) las muestras de leche y leches
fermentadas del control 1 (5 semanas de dietas diferenciadas), segun el tipo de alimentacién (Lote 1: brécoli; Lote 2: planta
de alcachofa; Lote 3: dieta convencional) para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos
de fermentacion (0, 2y 30 dias).

a YO-MIX™
Dias 0 2 30 TI\IIDSC DggH Ag%
Variable TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS
loteq | 5079% | 024% | 024% | 84.29% | 0.28% 023 | 8766% | 039% | 021% . NS
0.23° 0.01° 0.01° 9.35° 0.12° 0.02° 0.89° 0.08° 0.01°
lote2 | %1% | 033% | 033 | 73.88% | 051 027% | 7692% | 042% | 025% | .. NS
1.47° 0.04° 0.04 0.86 0.04 0.01 2.15 0.02° 0.01°
lote3 | 4041% | 026% | 026 | 67.68% | 053% 021% | 67.86% | 036% | 021% -
0.08° 0.01° 0.01° 7.00 0.02 0.01° 8.43° 0.05° 0.07°
NS NS NS * * NS * NS NS
b MA400
Dias 0 2 30 T’\ll?‘SC DPoH ABTS
Variable TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS
lote1 | B079% | 045% | 024% | 90i7% | 042 022 | 9899% | 039% | 024% NS
0.23° 0.02° 0.01° 2.99° 0.04° 0.03° 5.27° 0.01° 0.01°
lote2 | %1% | 0a7x | 033 | 8574% | 048% 025% | 81.14% | 050z 023% NS
1.47° 0.07° 0.04 1.32 0.05° 0.04° 4.43 0.01 0.03°
Lote3 | 4041% | 051% | 026 | 89.23% | 049% 024% | 8453 | 050% | 026% NS
0.08° 0.01° 0.01° 2.25 0.09° 0.06° 2.48 0.02 0.01°
NS NS NS * * NS NS w * NS

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p

<0,001).

Los valores con un superindice con letra minUscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <

0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

La dieta suministrada a las cabras durante 5 semanas no ocasion diferencias en el
contenido en fenoles totales ni capacidad antioxidante medida con DPPH. Como se ha
podido ver en la Tabla 1, la dieta con brécoli fue la que tenia un mayor contenido en
TPC vy, por tanto, el lote 1 el que potencialmente podria contener mayor cantidad de
TPC y mayor capacidad antioxidante, pero comprobamos por los resultados que no ha
tenido efecto alguno en estos parametros. Al igual que en el periodo pre-experimental,
los compuestos fendlicos totales (TPC) aumentaron con la fermentacion, posiblemente
por otro tipo de compuestos que interactien también con el reactivo de Folin-Ciocalteu
utilizado para la cuantificaciéon de los TPC (Castro-Alves y Cordenunsi, 2015). Dicho
aumento fue superior para el cultivo MA400 (aumento de entre 48,38 y 39,82 unidades)
que para el cultivo YO-MIX™ (aumento de entre 18,27 y 33,50). Para ambos cultivos,
los compuestos fendlicos totales no presentaron diferencias significativas con el
almacenamiento. En el caso de la capacidad antioxidante, tanto DPPH como ABTS, los
valores no mostraron ninguna variacion relevante durante la fermentacion y el
almacenamiento, manteniéndose constantes durante todo el proceso.

En todos los casos, los parametros TPC, DPPH y ABTS mostraron la misma tendencia
que en el Control 0, mostrando que las ligeras diferencias que podemos encontrar entre
lotes no se pueden asociar al cambio de alimentacién. Por tanto, no se encontraron
diferencias relevantes en los TPC ni en la actividad antioxidante de la leche y de leches
fermentadas tras 5 semanas con inclusion de subproductos ensilados de brocoli y
alcachofa.
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4.3.4. pH y recuentos microbiolégicos en leches fermentadas tras 5
semanas de dieta diferenciada

En la Tabla 11 se muestran los valores medios de las medidas de pH y del recuento
microbiologico en leche y leche fermentada con dos tipos de cultivos mixtos (YO-MIX™:
ay MA400: b) de ganado caprino de tres lotes diferentes sometido a dietas diferenciadas
durante 5 semanas. Para ambos parametros se siguioé la misma tendencia vista en el
Control 0, indicando que las diferencias observadas entre lotes y dias no fueron
resultado del efecto del cambio de alimentacion, al menos, tras las 5 primeras semanas.
El recuento de YO-MIX™  tanto en M17 como en MRS, se mantuvo invariable con el
tiempo, sin mostrar diferencias entre lotes. El recuento de MA400 presentd una
disminucion (maximo 1 unidad), sin presentar diferencias significativas entre lotes. Dicha
disminucion podria ser debida al efecto del almacenamiento y de la refrigeracion. El pH
no mostré diferencias relevantes con el tiempo, disminuyendo hasta 0,57 unidades en
el caso del YO-MIX™ y manteniéndose constante en el caso del MA400, al tratarse de
una mezcla de cepas con menor capacidad acidificante.

Tabla 11. Valores medios y su desviacion estandar de las medidas de pH y de los recuentos
microbiolégicos (M17 y MRS), en log+, cfu/g, de las muestras de leche y leches fermentadas del
control 1 (5 semanas de dieta diferenciada), segun el tipo de alimentacion (Lote 1: brécoli; Lote
2: planta de alcachofa; Lote 3: dieta convencional) para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para
cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos de fermentacién (0, 2 y 30 dias).

a YO-MIX™
Variable | M17 MRS oH M7 MRS oH P
808% | 408% | 471% | 899% | 407= | 436%
Lotel | gos* | 007 | 001* | 003 | o010* | oo4® | NS | NS
+ + T + + +
cer | S [ | her [ b [ e e | -
Lo | 88 | 387z | 4sx | 887x | 359% | 427% | o .
001 | 019* | o001* | o0o08* | 001® | 001"
NS - NS . - -
b MA400
Dias 2 30 A
Variable M17 pH M17 pH P
929% | 413% | 829% | 415 | .
Lote 1 0.02°" 0.01% 0.03* | 001" NS
038% | 413% | 859% | 447t | .. .
Lote 2 0.03* | 001* | o004® | 0.03%®
9355 | 414z | 858% | 413 | ..
Lote 3 0.01* | 001* | 005® | 004" NS
NS NS NS NS

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p
<0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Los valores con un superindice con letra mindscula distinta en la misma columna presentan
diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

4.4. Leches y leches fermentadas obtenidas de leche procedente de
animales con dietas diferenciadas (Lote 1: brocoli, Lote 2: planta de
alcachofa y Lote 3: dieta convencional) durante 10 semanas.

En este segundo control las cabras llevaban 10 semanas bajo dietas diferentes: 1) con
40% de subproducto de brécoli, 2) con 40% de subproducto de alcachofa y 3) en la
misma dieta convencional. Nuestro objetivo fue ver si el mantenimiento de 10 semanas
en estas dietas ocasiona diferencias en los parametros estudiados.
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4.4.1. Valores medios de los parametros del color (a*, b* y L*) de leche y
leches fermentadas tras 10 semanas de dieta diferenciada

En la Tabla 12 se observa la evolucion de los valores de los parametros del color (a*,
b* y L*) en leche y leche fermentada con dos tipos de cultivos mixtos (YO-MIX™: a y
MA400: b) de ganado caprino de tres lotes diferentes alimentados durante 10 semanas
con diferentes dietas (Lote 1: brocoli, Lote 2: planta de alcachofa y Lote 3: dieta
convencional). En todos los casos, los parametros b* (mas amarillo) y L* (mas blanco)
aumentaron a causa de la fermentacion, hasta 1,05 unidades y hasta 6,56 unidades,
respectivamente; pero se mantuvieron constantes durante el almacenamiento, mientras
que el valor de a* se mantuvo invariable en todos los lotes de animales y para ambos
cultivos comerciales mixtos. Tales resultados mostraron la misma tendencia que los
Controles 0 y 1, indicando que las ligeras diferencias que podemos encontrar entre lotes
no se pueden asociar al cambio de alimentacion. Por tanto, no se encontraron
diferencias relevantes en los parametros del color de la leche y de leches fermentadas
tras 10 semanas con dietas diferenciadas.

Tabla 12. Valores medios y su desviacion estandar de las variables del color (a*, b* y L*) de las muestras de leche y leches
fermentadas del control 2 (10 semanas de dietas diferenciadas), segun el tipo de alimentacion (Lote 1: brocoli; Lote 2:
planta de alcachofa; Lote 3: dieta convencional) para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b) a diferentes
tiempos de fermentacién (0, 2 y 30 dias).

YO-MIX™
Dias 0 2 30 NSa | NSb | NSL
Variable 2 b* K 2 b* L 2 b L
Lo | 139f | b45% | 8338% | -184% | 572 | 8460t | -182% | 547 t | 8494%
0.02° 0.01° 0.56" 0.02° 0.13° 0.36" 0.01° 0.06" 0.45°
o2 | 104 | 496% | 8001t | -137% | 541t | 8657t | -144% | 561% | 87.12% | .o | ..
0.01 0.06 0.72 0.01 0.04 0.43 0.01 0.01 0.37
o3 | 157t | 579% | 8051% | -152% | 597 | 8664% | -150% | 586 | 8641r | . R
0.02° 0.03° 0.70 0.01° 0.06° 053 0.02° 0.09° 0.59°
MA400
Dias 0 2 30 NSa | NSb | NSL
Variable a b L 2 b K 2 b L
loeq1 | 139f | 545x [ 8338% | -140% | 650% | 87.22% | -141% | 666% | 87.62% | (o | ..
0.02" 0.01° 0.56° 0.02° 0.02° 0.25° 0.03" 0.02° 0.45°
o2 | 1D4f | 496% | 8001t | -150% | 536 | 8590% | -163% | 597% | 83.99% | ... | ..
0.01 0.06 0.72 0.01 0.02 0.45 0.01 0.05 0.40
lote3 | 157t | 579t [ 8051% | 135 | 612 | 8602% | -134% | 612% | 87.18% | L. | ..
0.02° 0.03° 0.70 0.02° 0.39° 0.23 0.01° 0.06° 0.52°

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001).

Los valores con un superindice con letra mintscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

4.4.2. Valores medios de la composicion (%): proteinas (PT), grasa (G) y
soélidos totales (ST) de leche y leches fermentadas tras 10 semanas de dieta
diferenciada

En la Tabla 13 se observa la evolucién de los valores de los parametros de la
composicion (grasa, proteinas y solidos totales) en leche y leche fermentada con dos
tipos de cultivos mixtos (YO-MIX™: a y MA400: b) de ganado caprino alimentados con
tres subproductos ensilados durante 10 semanas. En todos los casos, los tres
parametros se mantuvieron dentro del rango considerado como normal en la
composicion de la leche de cabra (Amiot et al., 1991; Muelas et al., 2017), al igual que
ocurrid en los Controles 0 y 1. Si bien se detectaron diferencias significativas en
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contenido graso y solidos totales entre los lotes, estas diferencias fueron pequenas
desde el punto de vista cuantitativo (0,3 unidades). Por tanto, no se encontraron
diferencias relevantes en la composicién de leches fermentadas obtenidas de leche tras
10 semanas con incorporacion de subproductos ensilados.

Tabla 13. Valores medios y su desviacion estandar de las variables de la composicion (G: grasa, PT: proteinas y ST: sélidos
totales expresados en porcentaje de composicion de la leche) de las muestras de leche y leches fermentadas del control 2 (10
semanas de dietas diferenciadas), segun el tipo de alimentacién (Lote 1: brécoli; Lote 2: planta de alcachofa; Lote 3: dieta
convencional) para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos de fermentacién (0, 2y

a YO-MIX™
Dias 0 2 30 NGS e §$’
Variable G PT ST G PT ST G PT ST
loe1 | 548% | 332% | 1433% | 608% | 344z | 1457z | 654 | 326% | 1476% | .. "
0.01° 0.01° 0.03° 0.04° 0.03° 0.01° 0.01° 0.02° 0.03°
loma | 494% | 329% | 1374% | 606% | 342% | 1464% | 639% | 326% | 1488 | ..
0.02* | 001 | 001 | 004® | 001® | 003® | 001 | 002* | 003°
loes | 514% | 349% | 14.14% | 614x | 844% | 1454t | 622% | 3.26% | 1459% | .. N
0.03* | 001™ | 002* | 003® | 001® | 003 | 004 | 003® | 001%
NS ~ NS * NS
b MA400
Dias 0 2 30 DA I e
Variable G PT ST G PT ST G PT ST
lote1 | 548% | 332% | 1433+ | 603+ | 325x | 1405x | 679 | 36+ | 1489% | .. "
0.01° 0.01° 0.03° 0.01° 0.01° 0.04° 0.01° 0.02° 0.01°
looa | 494t | 320t | 1374% | b524x | 826% | 1279% | 599% | 321% | 1393% | .. .
0.02* | 001 | 001 | 002® | 002* | 001® | 001 | oo4® | 001
Lo | B514% | 349% | 1414% | 598% | 347% | 1396% | 648% | 333% | 1463 | ..
003 | 001™ | 002* | 003® | 001* | 001" | 004° | 001" | 001

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001).

Los valores con un superindice con letra minuscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

4.4.3. Valores medios de los compuestos fendlicos (TPC), y capacidad
antioxidante (DPPH y ABTS) en leche y leches fermentadas tras 10
semanas de dieta diferenciada

En la Tabla 14 se muestran los valores medios de la cantidad de compuestos fendlicos
totales y de la capacidad antioxidante en leche y leche fermentada con dos tipos de
cultivos mixtos (YO-MIX™: a y MA400: b) de ganado caprino de tres lotes diferentes
alimentados 10 semanas con subproductos ensilados de brécoli y alcachofa.

Tabla 14. Valores medios y su desviacién estandar de las variables de los compuestos fendlicos totales (TPC) (mg EAGI/L de
muestra) y la capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) (mM de TROLOX/L de muestra) las muestras de leche y leches
fermentadas del control 2 (10 semanas de alimentacion diferenciada), segun el tipo de alimentacion (Lote 1: brécoli; Lote 2:
planta de alcachofa; Lote 3: dieta convencional) para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y para cultivo con MA400 (b), a diferentes
tiempos de fermentacién (0, 2 y 30 dias).

a YO-MiX™ NS NS NS
Dias 0 2 30 TPC | DPPH | ABTS
Variable TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS TPC DPPH ABTS
Lote 1 5083 | 041+ | 025% | 64.15% | 036 001 | 7453% | 039 0022 NS NS
0.96° 0.02° 0.01° 14.13° 0.04° 0.05° 5.43° 0.06° 0.05°
lote2 | 9826% | 047z | 032 | 7950% | 051% 008% | 70.15% | 033% | 009% NS NS
2.13° 0.08° 0.01° 11.99° 0.15° 0.02 8.79° 0.01° 0.10°
lote3 | 6263% | 065% | 034 | 6353: | 025% 004% | 4927% | 005% 001+ NS " N
6.68° 0.08° 0.08 12.68" 0.32° 0.04° 15.48" 0.01 0.11
NS NS NS * NS NS * NS * *
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b MA400 NS | NS NS
Dias 0 2 30 TPC | DPPH | ABTS
Variable | TPC DPPH | ABTS TPC DPPH | ABTS TPC DPPH | ABTS
lote1 | 5083% | 04Tz | 025+ | 6112+ | 035+ | 004+ | 8851 | 054+ | 002% . NS
0.96° 0.02° 0.01° 8.33° 0.26° 0.05° 31.54% | 001° 0.02°
Lo | 826% | 047% | 032% | 6251% | 093x | 006% | 7333% | 086% | 0d0x | o -
2.13° 0.08° 0.01° 8.62° 0.09 0.01° 8.56° 0.13 0.04
lole3 | 6263% | 065 | 034% | 5106% | 055x | 001+ | 66.72¢ | 086% | 007 | o X
6.68° 0.08° 0.08 2.81° 0.21° 0.01° 25.86" | 0.05 0.10°
NS NS NS * NS - NS NS * *

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001).

Los valores con un superindice con letra minUscula distinta en la misma columna presentan diferencias significativas (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

No se encontraron diferencias significativas en los TPC ni en la actividad antioxidante
de la leche y de leches fermentadas tras 10 semanas con inclusion de subproductos
ensilados de brocoli y alcachofa. En todos los casos, los compuestos fendlicos totales
(TPC) aumentaron con la fermentacion y con el almacenamiento. Dicho aumento fue
superior para el cultivo YO-MIX™ (aumento de entre 21,24 y 0,90 unidades) que para
el cultivo YO-MIX™ (aumento de entre 4,25 y 10,29). Sin embargo, tales diferencias, al
igual que las diferencias encontradas entre los distintos lotes mostraron no ser
significativas, por lo que el aumento no se debié a la dieta, sino a que, al igual que en
los Controles 0 y 1, durante la fermentacién se podrian estar produciendo otro tipo de
compuestos que interactien también con el reactivo de Folin-Ciocalteu utilizado para la
cuantificacién de los TPC (Castro-Alves y Cordenunsi, 2015). En el caso de la capacidad
antioxidante, tanto DPPH como ABTS, se evidencido un descenso general con la
fermentacion y el tiempo de almacenamiento. Esta modificacion en la tendencia
observada en los controles anteriores requiere mas estudios que se llevaran a cabo en
el futuro.

4.4.4. pH y recuento microbiolégico en leches fermentadas tras 10 semanas
de dieta diferenciada

En la Tabla 15 se muestran los valores medios de las medidas de pH y del recuento
microbiologico en leche y leche fermentada con dos tipos de cultivos mixtos (YO-MIX™:
a y MA400: b) de ganado caprino alimentado con ensilados de brécoli y alcachofa. Para
ambos parametros se siguié la misma tendencia vista en los Controles 0 y 1, indicando
que las diferencias observadas entre lotes y dias no fueron resultado del efecto del
cambio de alimentacién mantenidas durante 10 semanas.

Tabla 15. Valores medios y su desviacion estandar de las medidas de pH y de los recuentos
microbiolégicos (M17 y MRS), en log+, cfu/g, de las muestras de leche y leches fermentadas del
control 2 (10 semanas con dieta diferenciada), segun el tipo de alimentacion (Lote 1: brécoli;
Lote 2: planta de alcachofa; Lote 3: dieta convencional) para el cultivo mixto YO-MIX™ (a) y
para cultivo con MA400 (b), a diferentes tiempos de fermentacién (0, 2 y 30 dias).

- ™
a YO-MIX NS NS NS
Dias 2 30 M17 | MRS H
Variable MA17 MRS pH M7 MRS pH P
902+ | 418z 433+ 901+ | 460z 432 "
Lotel | go2* | 040* | o004 | 0.02* | o004® | oozt | NS NS
Lot 2 919+ | 433z 443 % 834+ | 486z 4.19% "
ote 0.14* 0.07* 0.06" 0.06> 0.04>® 0.01%®
Lote 3 903t | 416¢ 453+ 878+ | 409z 4.36 £ - NS
ote 0.01" 0.06™ 0.04 0.06" 0.05% 0.02°®
NS . NS . " . -
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b MAZ00 NS NS
Dias 2 30 M17 H
Variable M17 pH M17 pH P
867% | 405:f | 793t | 402% | ..
Lote 1 0.01° 0.04° 0.01%® 0.03* NS
864t | 412: | 804z | 411z | ..
bote2 | 545 | 001* | 008" | 0.00% NS
886t | 425% | 779t | 403% | ..
Lote3 | o6 | 006 | 009® | 001
NS . s s .

Los valores con un superindice con letra mayuscula distinta presentan diferencias significativas
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Los valores con un superindice con letra minuscula distinta en la misma columna presentan
diferencias significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).



5. Conclusiones

Respecto al método para la determinaciéon de fenoles en leche de cabra Murciano-
Granadina:

- Laextraccion con metanol acidificado durante 1 hora a 30°C es un método rapido
y de alta reproducibilidad para la determinacién de fenoles totales en leche.

Tras el estudio de los parametros evaluados en muestras de leche y leche fermentada
de ganado caprino Murciano-Granadino alimentado con un 40% de inclusion de
subproducto de brocoli y alcachofa hasta un total de 10 semanas podemos concluir que:

= Lainclusién de hasta un 40% de subproductos de ensilado de brocoli y de planta de
alcachofa mantenidas durante 10 semanas no ocasiona diferencias relevantes en la
composicion, en la aptitud de la leche a la fermentacién, en el contenido en fenoles
totales, ni en la capacidad antioxidante.

= A pesar de que la dieta con un 40% de subproductos de brécoli posee un contenido
en fenoles totales de unos 5 g/Kg y es un 45% superior a las dietas convencional y
con alcachofa, no hay un mayor contenido en fenoles en leche ni un aumento de la
capacidad antioxidante a estos niveles de fenoles en dieta.

= Se observan pequefias diferencias en el contenido graso entre lotes de animales
(periodo pre-experimental) por lo que en un futuro seria conveniente introducir esta
covariable para el analisis de datos.

= El proceso de fermentacién de la leche de cabra modifica los parametros de color
aumentado los valores de L* y b* y produce un aumento de las sustancias reactivas
con el reactivo de Folin-Ciocalteu de modo de aumenta el valor obtenido en la
cuantificacion de fenoles totales.

= A nivel practico, para la determinacién del color en muestras de leche de cabra no
es conveniente conservar la leche a -20°C porque aumenta la variabilidad de las
mediciones.
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