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ABREVIATURAS

Ch: Churra

Cas: Castellana

Ass: Assaf

B: bajo

M: medio

A: alto

RCS: recuento de células somaticas
BAL: bacterias acido-lacticas

LNP: linfocitos neutrofilos polimorfonucleares
ECN: estafilococos coagulasa negativos
ES: extracto seco

ay: actividad de agua

MG: materia grasa

Ac. grasa: Acidez de la grasa

Prots.: proteinas

F. corte: fuerza de corte

CLA: 4cido linoleico conjugado

AGMe: acidos grasos totales (ésteres metilicos)

AGL: 4cidos grasos libres

AGMLI: 4cidos grasos monoinsaturados

AGPI: 4cidos grasos poliinsaturados

AGS: 4cidos grasos saturados

AGSC: 4cidos grasos saturados de cadena corta (C4-C12)
AGSL: acidos grasos saturados de cadena media y larga (>C12)
LPL: lipoproteina lipasa

AGL: 4cidos grasos libres

AGMe: ésteres metilicos de acidos grasos



Acidos grasos:

C4:0 Butirico

C6:0 Caproico

C8:0 Caprilico

C10:0 Céprico

C12:0 Ladrico

C14:0 Miristico

C14:1 Miristoleico

C16:0 Palmitico

C16:1 Palmitoleico

C17:0 Heptadecanoico

C17:1 Heptadecenoico

C18:0 Esteéarico

C18:1 9t Elaidico

C18:1 Oleico

C18:2 n6c Linoleico

C18:2 9c11t Acido linoleico conjugado
C18:2 10t12¢ Acido linoleico conjugado
C18:2 9cl1c Acido linoleico conjugado
C18:2 9t11t Acido linoleico conjugado
C18:3 Linolénico

C20:0 Eicosanoico

C20:1 11t Eicosenoico

C20:4n6 Araquidonico

C20:5 Eicosapentanoico

C22:0 Docosanoico

C22:6 n3 Docosahexanoico
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1. Introduccion

1. DEFINICION DE QUESO

Segun la Orden de 29 de Noviembre de 1985, por la que se aprueban las normas de
calidad para quesos y quesos fundidos destinados al mercado interior (BOE n°® 292,
1985), se entiende por queso el producto fresco o maduro, sélido o semisélido, obtenido
por separacion del suero después de la coagulacion de la leche natural, de la desnatada
total o parcialmente, de la nata, del suero de mantequilla o de una mezcla de algunos o
de todos estos productos por la accion del cuajo u otros coagulantes apropiados con o

sin hidrolisis previa de la lactosa.

2. PRODUCCION DE QUESO DE OVEJA

Los principales productores mundiales de queso de oveja son los paises Mediterraneos
en los que tradicionalmente se concentra la mayor produccion de leche de oveja:
Turquia, Grecia, Italia, Francia, Espafia, Argelia, Egipto, Portugal. De hecho, en muchos
de los casos casi toda la produccion de esta leche se destina a la elaboracion de queso.
Forman parte de esta tradicion, quesos tan famosos como los italianos tipo “pecorino”
(Pecorino Romano, Pecorino Sardo, Fiore Sardo); los quesos Feta o Graviera de Grecia;
el Roquefort de Francia; Serra da Estrela en Portugal; Ras en Egipto y Manchego en
Espana (Chavarri, 1999).

En Espana la produccion de leche de vaca, oveja y cabra durante el ano 2006 fue de
7.108 millones de litros, de los cuales 424 millones de litros (5,96% del total) fueron de
leche de oveja. Esta cifra situ6 a Espafia como décimo productor mundial de leche de
oveja. Dentro del pais, la Comunidad Auténoma con mayor produccion fue Castilla y
Leén con 271,144 millones de litros, lo que supuso un 63,94% de la produccion

nacional (INE, 2009; FAO, 2009).

En cuanto a la produccion de queso, la produccion total en Espafia durante el afio 2008
fue de 317.100 toneladas, de las cuales 129.000 toneladas fueron quesos de vaca (el
40,68% del total) y 45.300 toneladas fueron de queso de oveja puro, lo que supuso el
14,28% del total (MARM, 2009).
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1. Introduccion

En la actualidad, existen en Espafia mas de 100 variedades tradicionales de quesos de
vaca, oveja, cabra y mezcla, de los cuales 25 estdin amparados por la figura de
Denominacion de Origen Protegida (D.O.P.) (Tabla 1). Entre ellos, solamente cuatro
son de pasta prensada de oveja: Manchego, Idiazabal, Roncal y Zamorano (MARM,

2009).

Tabla 1. Quesos con Denominacion de Origen en Espafia y tipo de leche utilizada para su
elaboracion (MARM, 2009).

Leche de vaca Leche de oveja Leche de cabra Leche de mezcla
Mahon Roncal Majorero Cabrales
Tetilla Idiazabal Camerano Picon-Bejes-

Treviso
Cantabria La Serena Murciano Quesucos de
Liébana
Afuega’l Pitu Zamorano Inores Gamoneu
Arzua-Ulloa Manchego Palmero
Cebreiro Torta del Casar
Casin Flor de Guia

L’Alt Urgell y La Cerdanya

Simoén da Costa

3. QUESO ZAMORANO

El Queso Zamorano, que goza de D.O.P. desde mayo de 1.993, es un queso de pasta
prensada elaborado a partir de leche oveja de las razas autdctonas Castellana y Churra

mediante coagulacion enzimatica.

La Denominacion de Origen Protegida (D.O.P.) es la figura més importante que se
utiliza en Espafia para el reconocimiento y la proteccion de la calidad superior de un
alimento que goza de caracteristicas propias y diferenciales. La D.O.P. especifica la
zona geografica, la materia prima y la forma de elaboracion de dicho producto, describe
las caracteristicas que debe tener y vela por el cumplimiento de todo ello. Asi, segun el
Reglamento de la Denominacién de Origen Queso Zamorano y de su Consejo
Regulador (B.O.E. n° 120, 1993) la materia prima es leche cruda o pasteurizada

procedente de ovejas de las razas Castellana y Churra. Esta debe ser entera y limpia,
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exenta de calostros, contaminantes, conservantes, antibidticos y cualquier producto que
pueda incidir negativamente en la elaboracion, maduracion y conservacion del queso.
Ademas debe tener un minimo de 7% de grasa, 4% de lactosa, 5% de proteina y 17,5%
de extracto seco (ES), y una acidez maxima de 23 °Dornic. En cuanto a la zona
geografica, comprende todos los términos municipales de la provincia de Zamora. El
método de elaboracion, que es el que se empled para la realizacion de este estudio y que
se describe con detalle en el apartado 1.3.1. de Materiales y Métodos, debe cumplir las
siguientes pautas: la coagulacion de la leche debe realizarse mediante la adicion de la
dosis precisa de cuajo a una temperatura entre 28-32 °C y con un tiempo de coagulacion
entre 30 y 45 minutos. Se procedera a continuacion al corte sucesivo de la cuajada hasta
obtener unos granos de entre 5 y 10 mm y se aumentara la temperatura hasta 40 °C. Se
prensara la cuajada en moldes adecuados que den la forma caracteristica que posee este
queso, y se procederd a su salado, ya sea seco o humedo, teniendo en cuenta que si se
utiliza este ultimo método, el tiempo de inmersion en salmuera (con un méaximo de 22
°B¢ de cloruro sédico) no debera ser superior a 36 horas. El periodo de maduracion no
serd inferior a 100 dias contados a partir de la fecha de moldeado. Los quesos se
voltearan y se limpiardn hasta que alcancen las caracteristicas determinadas en el

Reglamento.

Al término de su maduracion, el Queso Zamorano debe tener valores de pH entre 5,1 y
5,8 y un contenido minimo de: 45% de grasa sobre ES, 55% de ES y 25% de proteina.
Con respecto a sus caracteristicas fisicas, debe tener forma cilindrica con caras
sensiblemente planas y un méximo de 14 cm de altura y 24 cm de diametro, con un peso
maximo de 4 kg. Ademas debe tener una corteza dura, de color amarillo palido a gris
oscuro y bien definida, pasta firme y compacta, de color variable, desde el blanco hasta
el marfil amarillento, con algunos ojos pequefios y aroma y sabor caracteristicos, bien

desarrollados e intensos y persistentes de paladar.

4. COMPOSICION FiSICO-QUIMICA DE LECHE Y QUESO

La composicion fisico-quimica del queso esta directamente relacionada con la de la
leche de partida. Esto no significa que ambos tengan exactamente la misma
composicion. De hecho esto ni siquiera ocurre en la cuajada recién elaborada, ya que

durante el proceso de elaboracion algunos compuestos sufren una transformacién, como
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las proteinas que se agregan para formar una red proteica, y otros se pierden en el suero,
como gran parte de la lactosa y de las proteinas del suero. Los componentes del queso
sufriran aun mas transformaciones a lo largo del proceso de maduracion, debido
principalmente a la accidon enzimadtica, algo que se explicard detalladamente mas
adelante. A continuacion se describen brevemente los principales componentes y

paradmetros fisico-quimicos de la leche y el queso.

4.1. pH

El pH es uno de los pardmetros fisico-quimicos mas importantes de la leche, ya que da
una idea de su calidad higiénica. De hecho es, junto al RCS, un posible indicador de la
incidencia de mamitis subclinica (Garcia et al., 1997; Gomez et al., 1997). Esto es
debido a que cuantifica la concentracion de iones hidrogeno [H'], que proceden de la
disociacion de un 4acido, provocada normalmente por procesos microbioldgicos o
enzimaticos. La leche de oveja presenta un valor medio de pH de 6,65, con un intervalo

de variacion de 6,6-6,8 (Marti de Olives y Molina Pons, 1998).

Como se explicara mas adelante, el valor del pH tiene un papel fundamental tanto en el
proceso de elaboracion del queso, favoreciendo la formacion de la cuajada, como en el

desarrollo de la maduracion.

4.2. LACTOSA

La lactosa es el principal hidrato de carbono en la leche de todos los mamiferos (tinica
fuente de este azlcar) y en el queso durante sus primeras etapas de maduracion (Liu et
al., 1998). En ambos productos juega un papel fundamental, ya que es esencial para el
desarrollo de la fermentacion, influyendo directamente sobre el desarrollo de los
cultivos iniciadores y el pH del queso. Esto repercute ademas en otras caracteristicas
como la textura o la formacion de compuestos volatiles relacionados con el sabor (Fox

et al., 2000).

La lactosa es un disacarido formado por una molécula de galactosa y otra de glucosa
unidas por un enlace PB1-4-glicosidico. Es sintetizada en las células alveolares de la
glandula mamaria a partir de la glucosa absorbida de la sangre, de manera que una
molécula de glucosa es transformada a UDP-galactosa mediante la ruta de Leloir. Esta

UDP-galactosa se une a otra molécula de glucosa mediante una reaccion en la que el
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enzima lactosa sintetasa actia como catalizador. Este es un enzima con dos
componentes: el componente A es una galactosil transferasa no especifica que transfiere
la galactosa de la UDP-galactosa a varios aceptores; el componente B es a-
lactoalbiimina, una proteina del suero que hace que la transferasa llegue a ser altamente
especifica para la glucosa, lo que conduce a la sintesis de lactosa. Por lo tanto, la a-
lactoalbumina es un modificador enzimatico y su concentracion en la leche esta
directamente relacionada con la concentracién de lactosa. La importancia de este
mecanismo reside en permitir a los mamiferos paralizar la sintesis de lactosa cuando sea
necesario, es decir, regular y controlar la presiéon osmotica cuando hay un influjo de
NaCl, como ocurre durante la mamitis o en las ultimas etapas de la lactacion (Luquet,

1991; Marilley y Casey, 2004).

La forma en la que la lactosa se encuentra en la leche es disuelta en solucion acuosa, por
lo que gran parte se pierde en el suero durante la elaboracion del queso. La lactosa que
queda retenida en la cuajada es fermentada por las bacterias acido lacticas (BAL) de
modo que es transformada a 4cido lactico, lo que repercute en el valor del pH. En el
queso tipo Zamorano no quedan restos de lactosa al cabo de dos meses de maduracion

(Revilla et al., 2007).

4.3. MINERALES

Los minerales de la leche y el queso tienen una gran importancia tecnologica, a pesar de
que estan presentes en bajas concentraciones. Las principales sales en la leche son de
Ca, P, Mg, Na, K, Cl y citrato (Fox et al., 2000). Existen también algunos

oligoelementos como Fe, Cu, Zn, Si, F, Se.

En la leche, algunas de las sales se encuentran en concentraciones inferiores a su limite
de solubilidad, por lo que son totalmente solubles. Sin embargo otras, especialmente el
fosfato calcico, exceden su solubilidad por lo que una parte estd en disolucion y otra
parte estd en la fase coloidal asociada principalmente a las micelas de caseina. Estas
sales se conocen generalmente como fosfato calcico coloidal, aunque en las micelas
también estan presentes otros elementos o iones. Asi mismo, en la membrana del
glébulo graso se pueden encontrar algunos elementos, principalmente como

constituyentes de coenzimas (Fox et al., 2000).

41



1. Introduccion

El magnesio es un mineral muy importante en la leche ya que interviene, al igual que el

calcio, en la estabilizacion de la micela.

Los minerales potasio, sodio y cloro permiten, junto con la lactosa, que exista un
equilibrio entre la presion osmotica de la leche en la mama y la sanguinea. Sus valores

estan sometidos a grandes variaciones en caso de mamitis (Luquet, 1991).

Desde el punto de vista tecnologico, las sales e iones mas importantes a la hora de

elaborar el queso son calcio, fosfato y, en menor medida, citrato. A pesar de estar en
. . 2+ . . .

bajas concentraciones, el Ca” es de gran importancia en varios aspectos de la

coagulacion de la leche, como se vera posteriormente (Fox et al., 2000).

4.4. EXTRACTO SECO

El extracto seco (ES) de leche y queso estd formado por todos los componentes sélidos,
lo que, en ambos casos, incluye proteinas, materia grasa, azicares y minerales (Awad,

2006; Pirisi et al., 2000).

Durante la elaboracion del queso, la mayor parte del agua y de los compuestos
hidrosolubles de la leche (lactosa, proteinas del lactosuero, acido lactico y algunos de
los minerales) se pierden en el suero. La cuajada esta formada por una red proteica en la
que estan atrapadas casi toda la grasa, parte del agua, parte de la lactosa y otros

compuestos como minerales, enzimas, etc.

El ES de la leche esta directamente relacionado con el rendimiento quesero. El
contenido final de humedad en la cuajada determina en gran medida el pH final del
queso, ya que esté relacionado con la cantidad residual de lactosa fermentable. Ademas
el ES también juega un papel fundamental en otros aspectos de la maduracion del
queso, ya que determina algunas caracteristicas importantes como la textura (Creamer y
Olson, 1982; Fox et al., 2000) y el color (Rohm y Jaros 1997; Pinho et al., 2004;
Jaramillo, 2008) y ademas se relaciona con la actividad de agua y la posibilidad de que

se desarrollen o no ciertos tipos de microorganismos.
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4.5. PROTEINAS

Las proteinas representan el 95% de los compuestos nitrogenados presentes en la leche.
Se diferencian de las sustancias nitrogenadas no proteicas, que constituyen el 5%
restante, en el tamafo de sus moléculas, formadas por uniones complejas de

aminoacidos (Luquet, 1991).

Las proteinas se clasifican en caseinas y proteinas del suero. Las caseinas son las
proteinas mayoritarias y se designan como as;-caseinas, as,-caseinas, f-caseinas y k-
caseinas, mientras que las principales proteinas del suero son B-lactoglobulinas y a-
lactoalbiminas. Existen algunas proteinas procedentes de la degradacion de otras, como

y-caseinas y algunas de las proteosa-peptonas, que derivan de B-caseinas.

En la leche solamente una pequeia parte de caseina se encuentra en la fraccion soluble
(entre 5-10%), mientras que el resto se encuentra formando micelas de caseina, que se

encuentran en dispersion coloidal.

La micela de caseina es un complejo organico formado por caseinas as, f y K unidas a
fosfato célcico coloidal. Gracias a la caseina k que es hidrofila y estable en presencia de
iones Ca”", la micela est en suspension coloidal. Como se vera posteriormente, durante
la elaboracién del queso los enzimas que se encuentran en el cuajo provocan la
hidrélisis de la k-caseina y la posterior agregacion de las micelas de caseina, que es lo

que va a constituir la red proteica que conforma la cuajada.

En el queso, la paracaseina (fraccion insoluble resultante de la hidrolisis enzimatica)
representa el 99% del total de las proteinas y constituye la matriz estructural. Las
proteinas del suero que se encuentran incluidas en dicha matriz, representan solamente
un 1% del total. Como se verd a continuacion, los fenémenos de proteolisis provocan la
hidrdlisis de la paracaseina a péptidos y aminoacidos y transforman muchos de estos
compuestos dando como resultado otros directamente implicados en el flavor del queso

(McSweeney y Sousa, 2000; Guinee y McSweeney, 2006).
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4.6. MATERIA GRASA

La grasa es el componente de la leche méas variable tanto desde el punto de vista
cuantitativo, como desde el punto de vista cualitativo. Asi, dependiendo de la raza, el
genotipo, la alimentacion, el estado de lactacion y la estacion del afio, el contenido de
grasa puede variar entre 3,60% y 9,97% (Pulina et al., 2006; Raynal-Ljutovac et al.,
2008).

La mayor parte de la materia grasa de la leche es de naturaleza lipidica (99,5%),
mientras que el resto (0,5%) estd constituido por otros compuestos liposolubles como

esteroles, carotenoides y vitaminas (Anifantakis, 1986; Luquet, 1991; Fennema, 2000).

Los principales constituyentes de los lipidos de la leche son los triglicéridos, que
representan un 98,7% del total, mientras que los fosfolipidos representan un 0,8%
(fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina) (Morrison, 1968; Anifantakis,
1986). Como se puede apreciar en la Tabla 4, la leche de oveja contiene mas lipidos que

los de vaca y ademads es mas rica en la mayoria de las vitaminas (Anifantakis, 1986).

Los lipidos de la leche se caracterizan por su presencia en forma de globulos grasos
emulsionados en el plasma acuoso. La estabilidad de la emulsion se debe a la existencia
de una membrana envolvente lipidico-proteica cargada negativamente, que impide la
salida de la grasa y asegura la repulsion electrostatica entre los diferentes globulos. Si la
integridad del globulo graso se ve alterada por fendmenos fisicos o microbianos, la
grasa sale al exterior y al no estar protegida por la membrana es particularmente

sensible a las alteraciones lipoliticas (Azzara y Dimick, 1985a; Luquet, 1991).

En el queso, la grasa constituye el componente mayoritario, con valores comprendidos
entre 42% y 56% para la mayoria de variedades (Guinee y McSweeney, 2006). Las
diferencias entre el contenido de grasa de cada queso depende de varios factores, como
la composicion de la leche (en particular de la relacion proteina/grasa) y del proceso de
elaboracion del queso. Por otra parte, los cambios en la proporcion de grasa tienen
asociados cambios en los valores de proteinas y ES, asi como del rendimiento quesero

(Guinee y McSweeney, 2006).
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La grasa que se encuentra en el queso estd constituida mayoritariamente por
triglicéridos, al igual que sucede en la leche, aunque la proporciéon de acidos grasos
libres es aqui muy superior. Esto se debe a los fendémenos de lip6lisis que a lo largo del
proceso de maduracion liberan sobre todo acidos grasos de cadena corta y media que

contribuyen directamente al flavor del queso.

Asi, la importancia de la grasa en el queso no solo se debe a que es el componente
principal, sino también a que esta muy relacionada con el flavor, ya que influye sobre ¢l
de forma directa y ademds aporta compuestos que son transformados en otros que
también se relacionan directamente con el flavor. Ademés sirve como interfase grasa-
agua-proteina en la que se llevan a cabo estas reacciones y actiia como solvente para los
compuestos liposolubles relacionados con el flavor (Mannning, 1974; Olson y Johnson,
1990), con la estructura (Guinee y McSweeney, 2000) y con el color (Rohm y Jaros,
1997).

4.6.1. Estructura de los triglicéridos

Los triglicéridos se sintetizan en la glandula mamaria por mecanismos enzimaticos que
ejercen cierta selectividad sobre la esterificacion de diferentes acidos grasos en cada

posicion de la fraccion sn-glicerol (Moore y Christie, 1979) (Figura 1).

HZC—O—le—R sn-1
O
R,~C-Om=—C —==H sn-2
O
HC-0-C-R sn-3
O

Figura 1. Diagrama de proyeccion de Fischer de un triglicérido mostrando la numeracion
estereoespecifica (sn-) convencional.

La distribucion de los acidos grasos en los triglicéridos es muy especifica, de modo que
en ovejas con una dieta normal, los acidos grasos C4:0 y C6:0 estan esterificados casi

en su totalidad en la posicion sn-3. En la posicion sn-3 destacan también C8:0, C10:0 y
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C18:1. El 4cido palmitico (C16:0) ocupa con mayor frecuencia las posiciones sn-1y sn-
2, al igual que sucede con C18:0, mientras que C14:0 suele estar esterificado en la

posicion sn-2 (Tabla 2).

Para acidos grasos de entre 4 y 6 4&tomos de carbono, el patron de distribucion es similar
para triglicéridos de diferente peso molecular, sin embargo para los 4cidos C18:0 y
C18:1 el patron varia, de manera que en triglicéridos de alto peso molecular estos acidos
estan esterificados preferentemente en las posiciones sn-1 y sn-3, mientras que en
triglicéridos de peso molecular bajo y medio tienden a estar en la posicion sn-1 (Parodi,

1982).

Tabla 2. Acidos grasos esterificados en cada posicion de los triglicéridos de la leche de oveja
(mol % de acidos grasos totales) (Kuksis et al., 1973).

4.0 60 80 10:0 12:.0 14:0 16:0 18:0 181 182 18:3

sn-1 0,3 1,4 2,2 82 380 19,1 18,7 2,7 2,2
sn-2 20 52 47 17,6 23,8 12,6 193 42 1,7
sn-3 10,8 104 44 103 3,5 5.3 2,5 9,1 272 60 44

4.6.2. Acidos grasos totales

En la grasa lactea se han encontrado hasta 126 acidos grasos diferentes, muchos de ellos
en cantidades traza (Jensen et al., 1967). Los 25 4cidos mas importantes incluyen los
saturados de C4:0 a C18:0 y los insaturados como C16:1, C18:1, C18:2, C18:3. Los 12
acidos grasos mas frecuentes se recogen en la Tabla 3. En general los acidos grasos
saturados representan aproximadamente el 63-75% en peso del total de los acidos de la
grasa lactea, de los cuales solamente un 3% tienen un niimero impar de atomos de
carbono y cerca de un 2% tienen cadena ramificada. Los &cidos grasos insaturados
representan el 25-35% del total de los &cidos grasos, siendo monoinsaturados el 31% y

poliinsaturados el 4% (Jensen et al., 1967; Fox y McSweeney, 2006).

Los acidos grasos mayoritarios tanto en leche de vaca como en leche de oveja son
C16:0, C18:1, C18:0 y C14:0 (Anifantakis, 1986). En general en leche de oveja hay
mayor proporcion en peso de acidos grasos de cadena corta C4:0 a C12:0 (20-25%) que

en leche de vaca (10-13%) y una proporcion similar de 4cidos grasos insaturados.
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Los 4cidos grasos de cadena corta y media tienen ciertas caracteristicas interesantes que
podrian explicar su presencia en la leche. A diferencia de los acidos grasos de cadena
larga, aquellos son absorbidos al torrente sanguineo como acidos grasos no esterificados
y son metabolizados rapidamente en el higado (Noble, 1978). Debido a ello, son
capaces de aportar energia a la cria. Ademas los acidos grasos de cadena corta y en
menor medida los de cadena media, disminuyen el punto de fusion de los triglicéridos,
por lo que su presencia ayuda a mantener la grasa de la leche en estado liquido a
temperaturas fisiologicas. Hay que tener en cuenta que a pesar de que los acidos
insaturados tienen menor punto de fusion, estdn en concentraciones relativamente
pequenas.

Tabla 3. Composicion de acidos grasos totales (% en peso) en leche de vaca y oveja (Glass et
al., 1967, Christie, 1995).

AG C4:0 Co6:0 C8:0 C10:0 Cl12:0 C14:0 Cl6:0 Cl6:1 C18:0 C18:1 C182 Cl18:3

Oveja 4,0 28 27 9,0 5.4 11,8 254 34 9,0 20,0 2,1 1,4
Vaca 3,3 1,6 1,3 3,0 3,1 9,5 26,3 2,3 14,6 29,8 2,4 0,8

En el queso la composicion de 4cidos grasos totales generalmente es similar a la de la
leche de partida (Luna et al., 2005), de modo que, como se ha mencionado con
anterioridad, las grandes diferencias se encuentran en las concentraciones de acidos
grasos libres. Esto es valido para animales sanos, ya que en la bibliografia consultada no
se han encontrado estudios acerca de la influencia de las células somaticas sobre los

acidos grasos totales del queso de oveja, algo que se investigara en el presente estudio.

4.6.3. Sintesis de acidos grasos

Los 4cidos grasos de la leche provienen principalmente de dos fuentes: de la sintesis de
novo en la glandula mamaria (alrededor de un 45%) y de los lipidos presentes en el
plasma, que provienen a su vez de la dieta (alrededor del 55%). Los acidos grasos de
estas dos fuentes difieren en su estructura, de manera que los que se sintetizan de novo
son acidos grasos de cadena corta y de cadena media, entre C4:0 y C14:0 y también
algin C16:0, mientras que los acidos grasos C18 y algunos C16:0 provienen de los

lipidos del plasma (Moore y Christie, 1979).

La sintesis de novo en la glandula mamaria utiliza principalmente acetato y f-

hidroxibutirato, precursores que provienen de la fermentacion microbiana de celulosa y
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otros compuestos similares en el rumen. En la glandula mamaria, el acetato es activado
a acetil-CoA, ya que el mecanismo por el que se sintetizan los dcidos grasos se basa en
la carboxilacion de este compuesto para obtener malonil-CoA, que se utiliza en el
proceso de enlongacion gradual de la cadena de &cido graso. Esto conduce a la
formacion de series de acidos grasos de cadena corta y media que difieren en dos grupos
CH; (por ejemplo C4:0, C6:0, C8:0, etc.) y que son lineales y con numero par de
carbonos. Sin embargo, si en lugar de acetato el precursor es propionato, valerato o
isobutirato se sintetizan acidos grasos ramificados o de ntimero impar de carbonos

(Jenkins, 1993; Hawke y Taylor, 1995).

El otro grupo de 4cidos grasos procede principalmente de la dieta, aunque también se
incluyen acidos que pueden proceder del tejido adiposo. Los acidos de la dieta son en
gran parte glicolipidos, fosfolipidos y triglicéridos, de manera que los mayoritarios son
acido linoleico (C18:2 9¢12c¢) y acido linolénico (C18:3 9cl2cl5¢). Estos 4cidos son
hidrolizados en el rumen y se transforman en acidos grasos no esterificados, que son
hidrogenados por los microorganismos (Jenkins, 1993). La secuencia de
biohidrogenacion del acido linoleico comienza con una fase de isomerizacion que
produce 4cido linoleico conjugado (C18:2 9cl1t). Este sufre una reduccién para dar
acido vacénico (C18:1 11t), que se reduce a su vez para dar acido estearico (C18:0). En
el caso del acido linolénico, la biohidrogenacion sigue un proceso similar (Bauman et
al., 1999). Los acidos grasos que resultan de la biohidrogenacion son esterificados a
triglicéridos, que circulan en quilomicrones a través del torrente sanguineo. Estos
triglicéridos son captados por la glandula mamaria gracias a la lipoproteina lipasa
(LPL), un enzima que hidroliza los triglicéridos del torrente sanguineo para formar
acidos grasos, glicerol y quizd monoacilglicerol. Concretamente hidroliza las uniones
¢éster en las posiciones sn-1 (preferentemente) y sn-3 de triglicéridos con acidos grasos
de cadena corta y larga y la sn-3 de fosfolipidos (Nilsson-Ehle et al., 1973; Egelrud y
Olivecrona, 1972; Bengtsson-Olivecrona y Olivecrona, 1991). Este enzima, que es el
mismo que estd presente en la leche, se encuentra unido a las superficies endoteliales

vasculares mediante heparan sulfato.

En definitiva, los triglicéridos son transformados en la gldndula mamaria a acidos
grasos no esterificados. Ademas la glandula mamaria posee un sistema desaturasa que

transforma gran parte del acido estedrico (C18:0) a acido oleico (C18:1 9c). Asi, la
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mayor parte de los 4cidos grasos procedentes de la dieta que se encuentran en la
glandula mamaria son palmitico, esteérico, y oleico. También se encuentran pequefias
cantidades de linoleico y linolénico y muy pequefias cantidades de otros acidos como

C18:1 11ty C18:2 11t (Mac Gibbon y Taylor, 2006).

5. FACTORES QUE PRODUCEN VARIABILIDAD EN LA
COMPOSICION DE LA LECHE DE OVEJA

La leche es muy constante desde el punto de vista cualitativo, pero cuantitativamente
existe una variabilidad muy importante en cuanto a su produccidon y composicion.
Ambas pueden verse afectadas por un amplio conjunto de factores que se describen a

continuacion.

Tabla 4. Composicion media (% en peso) de leche de vaca y oveja (Anifantakis, 1986) y de las
tres razas de oveja objeto de estudio (Yanes, 2008).

Vaca Oveja Oveja Oveja Oveja

Churra Castellana Assaf
Grasa 3,86 7,09 6,50 6,60 5,75
Proteina 3,22 5,72 5,00 5,60 5,10
Lactosa 4,73 4,61 4,70 4,60 4,60
Extracto seco 12,60 18,25 18,70 17,92 17,80

- Raza: para la especie ovina los porcentajes de grasa y proteina varian
notablemente segun la raza. El primero oscila en mayor medida que el segundo,
si bien ese efecto puede estar enmascarado por otros, en especial por el nivel de
produccion, ya que existe una correlacion negativa entre la cantidad de leche
producida y los contenidos de grasa y proteina. Como consecuencia de estas
variaciones, se muestran también notables diferencias raciales en el extracto
seco de la leche, mientras que los porcentajes de cenizas y lactosa no presentan
diferencias importantes. En la Tabla 4 se muestra la composiciéon media de la

leche de vaca y la de varias razas de oveja.

- Edad del animal: en el caso de la oveja, la edad, expresada normalmente por el
nimero de parto o lactacion, influye de forma notable en la produccion de leche,
especialmente durante los primeros afios de vida del animal, presentandose una

estabilizacion e incluso un descenso a partir de la tercera o cuarta lactacion. A
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pesar de ello, este factor parece no presentar un efecto significativo sobre la

composicion de la leche (Palacios, 2008).

Anatomia y morfologia de la ubre: estos factores condicionan la produccion de

leche, sobre todo en su aptitud al ordefio mecanico.

y= aXb e—cx

PRODUCCION
DE LECHE

GRASA (%)

PROTEINAS (%)

0 T T T T T T T I N
0 120-150
PARTO DIAS

Figura 2. Evolucion de la produccion de leche y su contenido de grasa y proteinas a lo largo de
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la lactacion (Wood,1967; Portolano et al., 1996).

Estado de lactacion: este factor ejerce una importante influencia tanto en la
composicién como en la produccion de leche. La produccion alcanza su maximo
en las primeras semanas (2-3) después del parto, para disminuir de forma
gradual hasta el secado. El ganado ovino presenta frente a otras especies la
particularidad de que la lactancia natural del cordero estd generalizada, lo que
condiciona notablemente la propia curva de lactacion, diferenciada en dos
periodos, lactancia y ordefio, separados por el destete (Figura 7). Los principales
componentes de la leche (grasa, proteina y extracto seco) varian a lo largo de la
lactacion siguiendo una curva similar a la de produccién, aunque evolucionan de
manera inversa, coincidiendo aproximadamente el maximo de produccién con el
minimo de composicion (Palacios, 2008). En la Figura 2 se muestra el modelo
propuesto por Wood (1967) para explicar la evolucion de la produccion de leche

y el contenido de grasa y proteina a lo largo de la lactacion.
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- Estado sanitario: este factor, que se tratara con detalle mas adelante, afecta tanto

a la produccion como a la composicion de la leche.

- Alimentacion: el componente que sufre mas variaciones en funcién de la
alimentacion es la materia grasa. Asi, el porcentaje de grasa de la leche aumenta
o disminuye en funcion de la energia aportada por la dieta, de su contenido en

fibra, de la relacion energia-proteina, de la inclusion de jabones célcicos, etc.

- Ordefo: actualmente el ordefio mecanico estd generalizado. Tanto Ia
composicién como la cantidad de leche obtenida varian notablemente en funcion
del nimero de ordefios (en oveja se suelen ser dos al dia) y del apurado que se

realice en cada uno de ellos.

6. ELABORACION DE QUESO

El proceso por el que la leche se transforma en queso se desarrolla a lo largo de varias
etapas que normalmente son: acidificacion de la leche, cuajado, desuerado, prensado,
salado y maduracion. Las propiedades de la leche de partida influyen directamente
sobre todas ellas, de modo que la composicion fisico-quimica (pH, concentracion de
cationes divalentes calcio y magnesio y de aniones fosfato y citrato, concentracion de
grasa y proteinas, etc.) y todos los factores que influyen sobre ella (especie, raza,
periodo de lactacion, estacion del afio, calidad microbiologica, recuento de células

somaticas, etc.) han de ser tenidos muy en cuenta.

6.1. ACIDIFICACION DE LA LECHE

Mediante la acidificacion, la leche alcanza valores de pH cercanos al pH isoeléctrico de
las caseinas, lo que favorece la agregacion de las mismas y por lo tanto disminuye el
tiempo de coagulacion enzimatica. Esto normalmente se provoca mediante la adicion de
cultivos iniciadores o starters. Un cultivo iniciador consta de una o varias especies de
bacterias lacticas que se seleccionan por su capacidad para producir acido lactico a
partir de lactosa a una velocidad y en unas condiciones determinadas. Todos los cultivos
iniciadores contienen bacterias productoras de acido lactico (BAL) y muchos contienen
ademas cepas productoras de compuestos relacionados con el sabor cuya funcion es
metabolizar el citrato, generando otros compuestos como diacetilo y didxido de carbono

(Cogan y Daly, 1987; Chavarri, 1999).
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El acido lactico producido por el cultivo iniciador acidifica el medio, lo que favorece la
coagulacion, inhibe el crecimiento de flora patdgena y/o alterante y estabiliza y
concentra la cuajada favoreciendo el drenaje del suero (Cogan y Daly, 1987). Por otra
parte, los enzimas proteoliticos de estas bacterias contribuyen a la formacion de la
textura y ciertos compuestos relacionados con el flavor (Law, 1981; McSweeney y

Sousa, 2000; Curioni y Bosset, 2002).

Normalmente se emplean especies como lactococos, leuconostoc, estreptococos, y
lactobacilos. Para la realizacion de este estudio se emplearon lactococos, que son cocos
Gram positivos cuya temperatura de crecimiento optimo es de 25-30°C. Las especies
mas importantes de este género son Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp.
cremoris 'y L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis. Las dos subespecies de L. lactis
son homofermentativas y se utilizan principalmente para conseguir la acidez necesaria
para la fabricacion del queso. La biovariedad diacetylactis es capaz de producir
diacetilo a partir de citrato, por lo que ademds aporta un sabor mas complejo al queso

terminado (McSweeney y Sousa, 2000; Curioni y Bosset, 2002).

6.2. COAGULACION Y FORMACION DE LA CUAJADA

La coagulacion de la leche durante el proceso de elaboracion del queso, se debe a
modificaciones fisico-quimicas de las micelas de caseina que dan lugar a un entramado
proteico denominado coagulo o cuajada. Dicha coagulacion se puede lograr por
acidificacion o por adicién de enzimas coagulantes, que pueden ser de origen animal o
vegetal. En el presente estudio se emplearon enzimas de origen animal, concretamente

proteasas parcialmente purificadas (quimiosina y pepsina).

La coagulacion de la leche tras la adicion de estos enzimas transcurre en dos etapas. La
primera consiste en la accion especifica de la quimiosina sobre la k-caseina, que
hidroliza el enlace Phe;gs-Met;g¢ situado hacia el exterior de la micela, liberando el
fragmento hidrosoluble carboxilo terminal o caseino-macropéptido hacia el suero.
Dicho fragmento tiene carga neta negativa, por lo que antes de la hidrolisis estabilizaba
las micelas en la leche por repulsion electrostatica. Al hidrolizarse desaparece la

repulsion y las micelas se agregan.
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La fase secundaria de coagulacidon, cuyo mecanismo ain no se conoce de forma
exhaustiva, consiste en la insolubilizacion de la caseina por la agregacion de las
micelas. No comienza hasta que el 85% de la k-caseina ha sido hidrolizada. Esta fase es
muy dependiente del balance de concentracion de sales en la leche y muy sensible a las
concentraciones de fosfato coloidal y calcio i6nico (Dalgleish, 1993; De la Fuente et al.,
1997b). Las micelas pierden carga y grado de hidratacion y establecen enlaces
intermicelares que conducen a la formacion de un gel de estructura fibrosa con enlaces
entrecruzados que en condiciones de estabilidad se convierte en la cuajada. Las
caracteristicas reologicas del coagulo dependen del modo y velocidad a la que se

formen los enlaces, es decir, de la velocidad de coagulacion (Brule y Lenoir, 1990).

Una vez formada la cuajada, ésta se corta en dados de mayor o menor tamaifo,
dependiendo de la variedad de queso. Esto aumenta el area superficial y facilita la
separacion del suero. A continuacion se eleva la temperatura de la cuba quesera de
modo que las particulas se contraen y expelen mayor cantidad de suero. El suero se

separa de la cuajada y ésta se introduce en moldes y se prensa.

6.3. PROCESO DE SALADO

Una vez prensada la cuajada, se procede a su salado, que se puede realizar en seco o por
inmersion en salmuera. Este proceso tiene las siguientes consecuencias:
- completa el desuerado, ya que se produce un gradiente salino que genera un
flujo de sal hacia el interior con flujo de agua hacia el exterior del queso,
- reduce y/o evita las actividades enzimaticas y el desarrollo de microorganismos
(Godinho y Fox, 1981; Pérez-Elortondo, 1996),
- aporta un gusto caracteristico y potencia o enmascara el sabor de otros

componentes del queso (Delahunty y Piggot, 1995).

6.4. MADURACION

Durante la fase de maduracion, afinado o curado, la cuajada sufre importantes
transformaciones enzimaticas y fisico-quimicas. En el inicio del proceso la cuajada esta
constituida por caseinas, materia grasa y una fraccion de los componentes solubles de la
leche. Durante la maduracion todos estos componentes se transforman confiriendo

nuevas caracteristicas al producto. Los fenomenos implicados en esta evolucion son
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muy complejos y diversos debido a la composicion de la cuajada y a la variedad de

microorganismos y enzimas implicados (Chévarri, 1999).

Los principales procesos bioquimicos durante la maduracion se pueden resumir en:
- Metabolismo de lactosa residual, lactato y citrato.
- Degradacion de proteinas y de péptidos y transformacioén de aminoacidos (proteolisis).

- Degradacion de la grasa y posterior transformacion de acidos grasos libres (lipdlisis).

A partir de estos procesos se producen importantes modificaciones fisico-quimicas que
determinan las caracteristicas finales de cada variedad de queso, como textura, color o
flavor. Todo ello depende a su vez de las caracteristicas de la leche, del proceso de
elaboracion y de las condiciones de maduracion. (El-Soda y Pandian, 1991; Chavarri,

1999).

En las primeras etapas de la maduracion se encuentran presentes en el queso los
microorganismos procedentes de la leche y también los que se afiadieron como cultivos
iniciadores (BAL) durante la elaboracion. La evolucion de las condiciones en la matriz
del queso a lo largo de la maduraciéon da lugar a la desaparicion de unos
microorganismos (coliformes y estafilococos entre otros) y la proliferacion de otros
(enterococcos, levaduras, hongos) (Gobetti et al., 1997; Medina et al., 1992; Hassouna
et al., 1996). La influencia de todos estos microorganismos se debe principalmente a su
implicacion en diversas vias metabolicas mediante las cuales los compuestos del queso
se transforman en otros que generalmente estan relacionados de forma directa con el
flavor. Dicha influencia es ejercida principalmente mediante la accidon de sus enzimas
que pueden ser extracelulares o intracelulares, estos ultimos liberados después de la

muerte y lisis de los microorganismos.

Ademas de los enzimas afiadidos a la leche (directamente en forma de cuajo, e
indirectamente, como los liberados por los cultivos iniciadores), existen una gran
cantidad y variedad de enzimas presentes de forma natural que dependen principalmente
de factores relacionados con el animal del que proceden, como especie, raza,
alimentacion, época de lactacion y estado sanitario (Kitchen et al., 1970; Anifantakis y

Rosakis, 1983).
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Una parte de todos estos enzimas puede quedar retenida en la cuajada, dependiendo del
origen del enzima y del pH de la leche durante la coagulacion (entre un 10% y un 82%)
(Holmes et al., 1977; Farkye, 1995), de manera que las condiciones fisico-quimicas de
los quesos permiten que muchos de ellos, como los enzimas del cuajo, sean estables y
activos a lo largo de la maduracion (Choisy et al., 1990). La accién de estos enzimas en
el queso depende de los niveles iniciales en la leche, de la cantidad retenida en la
cuajada y de su capacidad para permanecer activos en las nuevas condiciones (Choisy et

al., 1990).

6.4.1. Metabolismo de lactosa residual, lactato y citrato.

La fermentacién de la lactosa residual, del lactato y del citrato se lleva a cabo
principalmente por la flora lactica (enddgena de la leche o anadida en el cultivo
iniciador), aunque pueden participar otros microorganismos presentes (coliformes,
levaduras). Este proceso es muy importante en la maduracion del queso, ya que, entre
otras cosas, modifica las condiciones del medio (acidez-neutralidad, actividad de agua)
y con ello la microflora dominante. También tiene gran importancia sobre el aroma y el
sabor del queso ya que muchos de los compuestos que se producen estan directamente
relacionados con el flavor, como lactato, acetato, acetaldehido, diacetilo (2,3-

butanodiona), 2,3-butanodiol y etanol (Figura 3).

Lactosa

Dependiendo del cultivo iniciador, la lactosa es metabolizada mediante fermentacion
homoléctica (la que siguen la mayoria de los cultivos iniciadores, como Lactococcus
spp.) o mediante fermentacion heterolactica (por bacterias heterofermentativas como
Leuconostoc spp.) (Cogan y Hill, 1993). En la fermentacion homolactica la lactosa se
separa en sus dos monosacaridos, galactosa y glucosa, que siguen diferentes rutas
metabdlicas (la ruta de la tagatosa y la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas,
respectivamente), para finalmente obtenerse exclusivamente &acido lactico. En la
fermentacion heterolactica la lactosa es separada en sus dos monosacaridos, glucosa y
galactosa, a partir de los cuales se obtienen, tras seguir distintas rutas metabolicas (rutas
de Leloir y ruta de la pentosa fosfato), acido lactico, etanol, CO, y acetato (Marshall y
Tamime, 1997). La degradacion de lactosa es muy intensa al inicio de la maduracién y

va descendiendo paulatinamente, lo que se debe a la actividad de la flora lactica.
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Lactato

El metabolismo de lactato tiene gran importancia en los quesos con mohos superficiales.
Las bacterias mesofilas empleadas como cultivo iniciador producen acido lactico en la
cuajada, que es rapidamente metabolizado por microorganismos secundarios (como
Geotrichum candidum, Debaryomyces hansenii, Penicilium camemberti, etc.). Los
mohos y levaduras metabolizan rapidamente el lactato a CO, y HO, vy
consecuentemente el pH de la superficie del queso aumenta. Esta desadificacion es
fundamental para el desarrollo de ciertos microorganismos responsables de algunas
caracteristicas relacionadas con el flavor, como es el caso de las bacterias coryneformes
en los quesos Camembert y Brie (Reps, 1993; McSweeney y Fox, 1997; McSweeney y
Sousa, 2000).

CITRATO LACTOSA
|
Galactosa . Glucosa
Ruta de Leloir
Acetato l
Tagatosa-6-P Glucosa-6-P
Dihidroxiacetona-P < > Gliceraldehido-3-P
\L CO,
Oxalacetato — > Pirulvato—> Lactato
—

CO,
Acetaldehido Diacetilo
Etanol Acetato Acetoina

|

2,3-butanodiol

Figura 3. Metabolismo de lactosa y citrato llevado a cabo por BAL homofermentativas como
lactococos (adaptado de Marilley y Casey, 2004).

Por otra parte, los lactococos pueden transformar el lactato en acido acético, acido

propiodnico, etanol y CO,, compuestos con gran importancia en el flavor del queso (Fox
et al., 1995).
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Finalmente, si en el queso hay presencia de Clostridium sp., éste lleva a cabo una
metabolizacion del lactato que da lugar a acido butirico y H,, lo que provoca olores y

sabores desagradables y abombamiento de los quesos (Fox et al., 1995).

Citrato

A pesar de que la mayor parte del citrato presente en la leche se pierde en el suero
durante la elaboracion del queso, la pequena cantidad que queda en la cuajada tiene una
gran importancia, ya que su metabolismo llevado a cabo por ciertas bacterias mesofilas
(citrato-positivas, lactococos y Leuconostoc sp.) produce compuestos volatiles muy
importantes en el flavor del queso, como lactato, acetato, acetaldehido, 2,3-butanodiona

(diacetilo), 2,3 butanodiol, ademas de CO, (McSweeney y Sousa, 2000).

6.4.2. Proteolisis

La proteolisis es el proceso mejor conocido y mas estudiado de la maduracion del
queso. La actividad proteolitica, responsable de la coagulacion de la leche y formacion
del queso, continua durante la maduracion, hidrolizando las caseinas y transformando la
cuajada inicial en el queso maduro. Durante la maduracion se produce la ruptura de
proteinas, formando macropéptidos a partir de los cuales se forman péptidos mas
pequefios y finalmente aminoacidos, amidas y amonio. Este fenomeno juega un papel

fundamental en los siguientes aspectos:

determina cambios de textura en la cuajada, debido a la ruptura de la red
proteica. Los grupos carboxilo y amino liberados provocan un aumento del pH
(especialmente en las variedades de queso con mohos superficiales) y ademas se

ligan al agua con lo que desciende la ay,

contribuye directamente al flavor del queso y quiza a flavores indeseables (sabor

amargo) debido a la formacion de péptidos y aminoacidos libres,

provoca la liberacion de sustratos (aminodcidos) que sufren reacciones
catabolicas secundarias, como desaminacion, decarboxilacion, transaminacion,
desulfuracion, catabolismo de compuestos aromaticos como fenilalanina,

tirosina, triptéfano y reacciones de aminodcidos con otros compuestos,

57



1. Introduccion

provoca cambios en la matriz del queso que facilitan el desarrollo de compuestos

sapidos durante la masticacion.

La velocidad y extension de la proteolisis durante la maduracion vienen determinadas
por los tipos y actividades proteoliticas de los enzimas presentes, que proceden de
fuentes como: el cuajo (quimiosina, pepsina o proteasas vegetales o fungicas); la leche
(plasmina, catepsina D y quizé otras proteasas procedentes de las células somaticas); el
cultivo iniciador; otras bacterias que no actuan como cultivo iniciador; iniciadores
secundarios como P. camemberti, P. roqueforti, Propionibacterium spp., Br. linens y
otras coryneformes; proteasas exdgenas y/o peptidasas utilizadas para acelerar la
maduracion. En la proteolisis influye ademas la composicion quimica del queso: pH,

concentracion de sal y humedad (Farkye, 1995).

Enzimas

En la mayoria de las variedades de queso, la hidrolisis inicial de caseinas esta causada
por el cuajo y en menor medida por la plasmina y quiza por algunas proteinasas de las
células somaticas como la catepsina D (McSweeney y Sousa, 2000). Como resultado se
obtienen péptidos de tamafio grande (insolubles en agua) y de tamafio intermedio
(solubles en agua) que son degradados por el cuajo y las proteasas de la flora del queso.
Asi, la produccion de pequenos péptidos y aminoacidos libres estd causada por la accion

de proteasas y peptidasas de origen microbiano.

Los coagulantes empleados para cuajar la leche son preparaciones de proteasas
seleccionadas que suelen tener una considerable actividad proteolitica. La quimiosina es
la principal proteasa en el cuajo animal (88-94% poder coagulante), seguida de la
pepsina (6-12% poder coagulante) (Rothe et al., 1977). El principal papel de la
quimiosina en el proceso de elaboracion del queso es el de modificar la k-caseina,
hidrolizando el enlace Phe;gs-Met;os durante la coagulacion de la leche, como ya se ha
explicado, siendo s6lo débilmente proteolitica frente a las otras caseinas. La pepsina es
mas activa frente a las caseinas, aunque los productos de hidrolisis son similares a los
de la quimiosina (Fox et al., 1996). La mayor parte de estos enzimas se pierden en el
desuerado, pero aproximadamente un 6% quedan retenidos en la cuajada, dependiendo

del tipo de cuajo, la temperatura de la cuba quesera y el pH durante el desuerado, de
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manera que contribuyen en el proceso de proteolisis del queso durante su maduracion

(Creamer et al., 1985).

La principal proteasa nativa de la leche es la plasmina (fibrinolisina, EC 3.4.21.7) cuyo
sistema es muy complejo y consiste en el activador de la enzima (plasmina), su
proenzima (plasmindgeno), activadores del plasmindgeno e inhibidores de la plasmina.
Todos ellos estan presentes en la leche, de modo que plasmina, plasmindégeno y
activadores del plasmindgeno estdn asociados a las micelas de caseina en la leche,
mientras que los inhibidores de la plasmina estan en el suero. La plasmina es
particularmente activa en og-, 0s- y B-caseinas, de modo que a partir de la hidrolisis de
¢éstas ultimas se obtienen y-caseinas (fragmentos con terminales C) y proteosa-peptonas

(fragmentos con terminales N) (Farkye y Fox, 1992).

La leche contiene también una proteasa acida llamada catepsina D (EC 3.4.23.5.), que
es relativamente termolabil (se inactiva a 70°C x 10 minutos) y tiene un pH 6ptimo de
4,0. La especificidad de la catepsina D es similar a la de la quimiosina, con preferencia
por g -caseina, aunque sorprendentemente este enzima tiene muy poco poder

coagulante (McSweeney et al., 1995).

Ademas de la catepsina D, otros enzimas proteoliticos pueden contribuir también a la
proteolisis en el queso, como la elastasa, que degrada oy- y B-caseinas dando como
resultado un amplio espectro de péptidos, especialmente en quesos elaborados con leche

cruda (Considine et al., 1999).

Las proteasas de las células somaticas son capaces de activar el plasmindgeno, por lo
que podrian aumentar los niveles de plasmina y por lo tanto influir sobre la proteolisis

del queso (Verdi y Barbano, 1991).

Por otra parte, las bacterias acido lacticas (Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus)
tienen baja actividad proteolitica, pero poseen un completo sistema proteasa/peptidasa.
Asi, tienen una proteasa extracelular (PrtP) que contribuye a la formacion de péptidos
en el queso, probablemente mediante la hidrolisis de grandes péptidos producidos a
partir de ag-caseina por accion de la quimiosina, o a partir de la B-caseina por accidon de

la plasmina. Estas bacterias poseen también un gran nimero de aminopeptidasas,
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dipeptidasas y tripeptidasas, todas ellas intracelulares, que son liberadas tras la lisis
celular y que son responsables de la produccion de aminoécidos libres (Fox et al.,

1995).

En algunas variedades de queso se afiaden cultivos iniciadores secundarios, o bien se
desarrollan espontaneamente en su superficie, como P. roqueforti (en queso azul), P.
camemberti (en Camembert y Brie), Propionibacterium spp. (en quesos suizos) y
Brevibacterium linens (en otros tipos de queso) que poseen proteasas extracelulares, asi

como proteasas intracelulares que son liberadas tras la lisis celular (Fox et al., 1995).

Otros enzimas con una actividad proteolitica significativa en la maduracion del queso

son las cisteina proteasas, que incluyen las catepsinas B, H, L e I (Magboul et al., 2001).

El producto final de la proteolisis son los aminoacidos libres, cuya concentracion, que
difiere seglin la variedad de queso, se emplea como indicador para conocer el grado de

maduracion (McSweeney y Fox, 1997).

Catabolismo de aminodcidos

A partir del catabolismo de aminoacidos libres se producen un gran numero de
compuestos como amonio, aminas, aldehidos, fenoles y alcoholes, que contribuyen al
flavor del queso. Dicho flavor no depende de la concentracion de aminoécidos libres
inicial, sino de su modificaciéon quimica o enzimatica (Fox y McSweeney, 1996; Fox y
Wallace, 1997). Este proceso es particularmente significativo en las variedades de queso

con mohos superficiales (Fox et al., 1995).

Ademas algunos péptidos concretos presentan sabores propios, como amargo, dulce,
etc. Concretamente, el sabor amargo, que se considera un defecto del queso, es debido
principalmente a los péptidos hidrofobos y también a otros compuestos como
aminoacidos, aminas, amidas, cetonas de cadena larga y algunos monoglicéridos (Adda

etal., 1982).

La primera etapa en el catabolismo de aminoacidos comprende reacciones de
decarboxilacion, desaminacion, transaminacion, desulfuracion o quiza hidrolisis de

cadenas laterales de aminoacidos. La segunda etapa consiste en la conversion de los
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compuestos resultantes (aminas y o-cetoacidos) y de los propios aminoécidos a
aldehidos, principalmente por la accidon de desaminasas o aminas. La etapa final es la
reduccion de los aldehidos a alcoholes, o su oxidacion a acidos. Los aminoacidos
azufrados pueden sufrir una mayor conversion, conduciendo a la formacion de varios
compuestos como metanotiol y otros derivados azufrados (Figura 4) (Aston y Douglas,

1983; Fox y Wallace, 1997; Fox et al., 1995; McSweeney y Sousa, 2000).

CASEINAS
Proteolisis
\ 4
Aminoacidos
Decarboxilacion Transaminacion Desaminacion Degradaciones
oxidativa
> CO, [~ NH,
\4 Y v A\ 4
Aminas Aminoéacidos a-Cetoacidos
l v
CH;SH
Aldehidos l
Reduccion Oxidacién Fenoles l 1-benzazol
Alcoholes Acidos
Compuestos
azufrados

Figura 4. Rutas principales en el catabolismo de aminoacidos (McSweeney y Sousa, 2000).

6.4.3. Lipdlisis

El término lip6lisis se refiere a la hidrolisis enzimatica de las grasas. Como ya se ha
mencionado, la grasa de la leche y también la del queso, estd constituida casi en su
totalidad por triglicéridos (97-98% en peso). La hidrolisis enzimatica de estos
triglicéridos libera acidos grasos libres (AGL), dando lugar a mono- o diglicéridos,
siendo mas raro que se produzca glicerol libre (Luquet, 1991). Cominmente, los niveles
de AGL siguen la misma tendencia que el nitrogeno soluble, sugiriendo que los mismos

factores afectan la proteolisis y lip6lisis (Kebary et al., 1996).

Una lipolisis muy intensa es indeseable en la mayoria de las variedades de queso, ya

que se producen grandes concentraciones de AGL que otorgan sabores rancios. Sin
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embargo, bajas concentraciones de AGL contribuyen a obtener un adecuado flavor en el
queso, especialmente si existe un correcto equilibrio con los compuestos generados en

la proteolisis y otras reacciones (Bosset y Gauch, 1993; Fox et al., 1995).

En definitiva, la grasa de la leche es fundamental para el desarrollo de un flavor
adecuado en el queso durante la maduracion, ya que contiene grandes concentraciones
de acidos grasos de cadena corta y media que cuando son liberados mediante la lipdlisis
contribuyen directamente al flavor del queso. Estos 4cidos grasos, y especialmente el
acido butanoico (C4:0), estan presentes en el queso en una concentracion superior a la
de la leche, lo que sugiere que son resultado de las lipasas presentes en el queso o son
sintetizados por la microflora del queso (Bills y Day, 1964; Fox et al., 2000;
McSweeney y Sousa, 2000).

Los lipidos presentes en el queso pueden sufrir degradacion oxidativa o hidrolitica
(McSweeney y Sousa, 2000). Los acidos grasos poliinsaturados son especialmente
propensos a sufrir oxidacién, lo que conduce a la formacion de varios aldehidos
insaturados que causan los flavores indeseables que se relacionan con la rancidez
oxidativa (Fox et al, 2000). La oxidacion lipidica no se desarrolla de forma muy
significativa en el queso, dado el bajo potencial redox (-250mV) y la presencia de
antioxidantes naturales como la vitamina E, por lo que su contribucién al desarrollo del
flavor del queso no se considera muy importante (Fox y Wallace, 1997; Fox et al.,
2000; McSweeney y Sousa, 2000). Sin embargo la hidrélisis enzimatica de triglicéridos
es fundamental para el desarrollo del flavor en muchas variedades de queso

(McSweeney y Sousa, 2000).

La lipolisis en el queso se debe a la presencia de enzimas lipoliticos, hidrolasas que
liberan el enlace éster entre un acido graso y el glicerol que conforma el triglicérido,
produciendo 4cidos grasos libres y mono- y diglicéridos (Deeth y Touch, 2000). Los
enzimas hidroliticos se pueden clasificar en esterasas y lipasas, de modo que se

diferencian en tres caracteristicas:

- lalongitud de la cadena acil éster hidrolizada: las esterasas hidrolizan cadenas de
acil ésteres de entre 2 y 8 carbonos, mientras que las lipasas las hidrolizan de 10

carbonos o mas,
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- la naturaleza fisico-quimica del sustrato: las esterasas hidrolizan sustratos
solubles en soluciones acuosas, mientras que las lipasas hidrolizan sustratos
emulsionados,

- la cinética enzimatica: las esterasas siguen la cinética clasica Michaelis-Menten,
mientras que las lipasas, como solamente son activadas en presencia de una
interfase hidrofoba-hidrofila, siguen la cinética Michaelis-Menten de interfase

(Chich et al., 1997).

En general los enzimas lipoliticos son especificos para los enlaces éster externos de los
triglicéridos y los diglicéridos (posiciones sn-1 y sn-3) (Deeth y Touch, 2000). En
principio los triglicéridos son hidrolizados a 1,2- y 2,3-diglicéridos y después a 2-
monoglicéridos. El 4cido butanoico, asi como el resto de los acidos de cadena corta y
media, se encuentran principalmente en la posicion sn-3 y son liberados

preferentemente por enzimas lipoliticos (Parodi, 1971; Christie, 1995).

Las lipasas en el queso provienen de varias fuentes, de modo que se pueden encontrar
enzimas de la leche, enzimas de la pasta de cuajo (solamente empleada en la
elaboracion de ciertas variedades de queso), enzimas microbianos y lipasas exogenas,
(en el caso de que se empleen). El origen de las lipasas en las variedades de queso que
sufren lipdlisis intensas, como quesos azules, quesos de larga maduracion y quesos con
mohos superficiales, normalmente provienen del cuajo. En el tltimo caso provienen

ademads de los mohos superficiales.

6.4.3.1. Enzimas

Enzimas de la leche

La leche contiene, ademas de varias esterasas, una lipasa endégena muy potente llamada
lipoproteina lipasa (LPL). Este enzima esta presente en la leche debido a su paso desde
la sangre a través de la membrana celular en la glandula mamaria, donde participa en el
metabolismo de los triglicéridos plasmaticos. En la leche este enzima se encuentra
asociado a las micelas de caseina (por lo que se incorpora a la estructura de la cuajada)
y a la grasa. La grasa se encuentra en globulos rodeados por una membrana lipoproteica.
Si esta membrana es dafiada (por ejemplo por agitacion, homogeneizacion, ordefio

inapropiado, etc.), podria producirse una lipdlisis significativa, dando como resultado
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sabores desagradables en el queso y en otros productos lacteos (Deeth y Fitz-Gerald,

1978, Fox et al., 2000).

La LPL muestra una preferencia por la hidrdlisis de triglicéridos de cadena media, de
manera que ésta es hasta dos veces mayor en emulsiones de triglicéridos de cadena
media esterificados con 4cidos C6:0, C8:0 C10:0 o C12:0 que en emulsiones con
triglicéridos de cadena larga esterificados con acidos C16:0, C18:0, C18:1, C18:2,
C18:3 0 C20:0 (Deckelbaum et al., 1990). Esta diferencia ha sido atribuida a una mayor
movilidad de los triglicéridos de cadena media en la emulsion, lo que permite una
mayor lip6lisis comparado con los triglicéridos de cadena larga. Ademas, la LPL es
relativamente no especifica para el tipo de acido graso, pero si lo es para las posiciones
sn-1y sn-3 de mono-, di- y triglicéridos (Olivecrona et al., 1992). Por lo tanto, los
acidos grasos de cadena corta y media son liberados ya que suelen ocupar estas

posiciones (McSweeney y Sousa, 2000; Collins et al., 2003).

La actividad de LPL se ve reducida por la pasteurizacion (78°C 10 s), por lo que tiene
mads importancia en quesos elaborados con leche cruda, como los que se elaboraron para

la realizacion de este estudio.

Enzimas del cuajo

El cuajo comercial normalmente no tiene actividad lipolitica, pero sin embargo la pasta
de cuajo, que se emplea en la elaboracion de algunas variedades de queso
(principalmente italianas, como Provolone, Romano) contienen esterasa pregastrica, que
es la principal responsable de la lipdlisis en estos quesos. Se trata de una glicoproteina
muy especifica para la posicion sn-3, donde se encuentran los acidos grasos de cadena

corta (Fox, 1989; Collins et al, 2003).

Enzimas lipoliticos microbianos

Aunque los sistemas lipasa/esterasa de las bacterias acido lacticas (BAL) se conocen
mucho menos que sus sistemas proteoliticos, parecen ser los principales responsables de
la lipdlisis en quesos elaborados con leche pasteurizada, como Cheddar, lo que no
significa que no tengan importancia en quesos elaborados con leche cruda (Fox et al.,
2000). Se considera que las BAL y especialmente Latococcus y Lactobacillus spp.

tienen en general baja actividad lipolitica en comparacién con otras especies como

64



1. Introduccion

Pseudomonas, Acinetobacter y Flavobacterium (Chich et al., 1997), pero debido a que
en el queso se encuentran en gran nimero y durante un largo tiempo, las BAL se
consideran causantes de la liberacion de cantidades significativas de AGL (Collins et

al., 2003).

Para hidrolizar la grasa tanto en leche como en queso, estas bacterias poseen enzimas
esteroliticos/lipoliticos capaces de hidrolizar ésteres de AGL, y sustratos de tri-, di- y
monoglicéridos (Fox y Wallace, 1997). Las lipasas/esterasas de estas bacterias parecen
ser intracelulares, por lo que actuarian de forma mas eficiente sobre la matriz del queso

al ser liberadas tras la lisis celular (Fox et al., 1995; Fox y Wallace, 1997).

En cada variedad de queso se desarrolla una flora bacteriana caracteristica, de manera
que ademas de las bacterias que se acaban de mencionar, existen otras que también
poseen actividad lipasica como: Micrococcus, Pediococcus, Propionibacterium spp.,
Br. linens. En quesos con mohos superficiales tiene gran importancia Penicillium spp.,
ya que produce potentes lipasas extracelulares que son las principales responsables de la

intensa lipolisis que tiene lugar en este tipo de quesos (Gripon, 1993).

6.4.3.2. Catabolismo de triglicéridos

Los AGL formados en el queso como resultado de la lipolisis estan directamente
relacionados con el flavor, especialmente los de cadena corta y media, algo que es
particularmente importante en quesos elaborados con leche de oveja, que se caracteriza
por sus elevadas concentraciones de acidos grasos saturados de entre 6 y 12 atomos de
carbono (Luquet, 1991). Ademéas los AGL actiian como precursores en una serie de
reacciones catabolicas que conducen a la formacién de otros compuestos relacionados
con el flavor (Figura 5), como metilcetonas, ésteres, alcoholes secundarios, lactonas y

aldehidos (Fox y Wallace, 1997; McSweeney y Sousa, 2000).
Metilcetonas
Las cetonas son compuestos intermedios que pueden ser reducidos para dar como

resultado alcoholes secundarios.

En quesos con mohos superficiales y en quesos azules, la sintesis de cetonas se

relaciona con la actividad enzimdtica de Penicillium roqueforti, P. camemberti o
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Geotrichum candidum sobre &4cidos grasos libres (Molimard y Spinnler, 1996;

McSweeney y Sousa, 2000; Curioni y Bosset, 2002).

El metabolismo de los acidos grasos llevado a cabo por Penicillium spp. comprende
cuatro etapas principales y la ruta por la cual se forman las metilcetonas es la [-
oxidacion. Estos cuatro pasos son: liberacion de AGL por lipasas, oxidacion de los AGL
a P-cetoacidos, decarboxilacion de cetoacidos a metilcetonas y reducciéon de las
metilcetonas al correspondiente alcohol secundario, de manera que este ultimo paso es
reversible bajo condiciones aerdbicas (Kinsella y Hwang, 1976a). Las esporas de P.
roqueforti producen metilcetonas a partir de acidos grasos de cadena larga, como C16:0
y C18:2 9c12¢ (Chalier y Crouzet, 1993), formacion que es estimulada en presencia de

glucosa y aminoacidos (Lawrence, 1966).

Triglicérido
Lipasa

Acidos grasos libres

|
v v v

B-oxidacion B-oxidacion Acidos grasos
l l insaturados
B-cetoacidos 4- 6 5- hidroxiacidos ) o
l Hidroperoxidos
. Hidroperoxido
Metil-cetonas liasa
Aldehidos
) v v |
Alcoholes Acidos grasos Y- 6 &- ) v v
secundarios libres Lactonas Acidos Alcoholes

Figura 5. Principales rutas para el catabolismo de acidos grasos libres en queso (Dumont y
Adda, 1978).

Por otra parte, parece ser que los acidos grasos no son los unicos precursores de las
metilcetonas, ya que éstas pueden ser formadas ademas por ciertos mohos a partir de los
cetoacidos que normalmente estan presentes en la grasa de la leche o por oxidacién de

los acidos grasos monoinsaturados (Kinsella y Hwang, 1976b).
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Cuando los AGL estan presentes en bajas concentraciones son completamente oxidados
a CO; y se forman pequeias cantidades de metilcetonas (Margalith, 1981). Ademas su
concentracion depende en gran medida de la cantidad de grasa en la leche de partida

(Banks et al., 1992).

Esteres

Los ésteres y tioésteres son compuestos volatiles formados a partir del catabolismo de
acidos grasos. En el queso, donde se encuentra una gran variedad de ellos, tienen gran
importancia, ya que estan directamente relacionados con el flavor (Molimard y
Spinnler, 1996; Urbach, 1997). Los ésteres se forman cuando los AGL reaccionan con
alcoholes. Las reacciones de esterificacion tienen lugar entre acidos grasos de cadena
corta y media y alcoholes primarios y secundarios derivados de la fermentacion lactica
o del catabolismo de aminoacidos (Bosset y Liardon, 1984). Los ésteres etilicos surgen
de la esterificacion de etanol con acetil-coenzima A, mientras que los tioésteres se
forman cuando los AGL reaccionan con grupos sulfihidrilo libres. Algunos
microorganismos también estdin implicados en la formacion de ésteres. Son
principalmente levaduras, bacterias acido-lacticas y Micrococaceas (Gripon et al., 1991;

Molimard y Spinnler, 1996).

Alcoholes secundarios
Los alcoholes secundarios se forman en el queso por reduccion enzimatica de las
metilcetonas (Engels et al., 1997). En el queso azul la formacion de compuestos como

2-pentanol, 2-heptanol y 2-nonanol se debe a la actividad de Penicillium spp.

Lactonas

Las lactonas son compuestos ciclicos formados por la esterificacion intramolecular de
hidroxiacidos mediante la pérdida de agua y la formacion de un anillo estructural
(Molimard y Spinnler, 1996). En la leche los hidroxiacidos se forman en la glandula
mamaria por oxidacion de los acidos grasos, ya que en rumiantes existe un sistema de
d-oxidacion para el catabolismo de acidos grasos (Fox et al., 2000). y- y d-lactonas
pueden formarse ademds de forma espontdnea a partir de los correspondientes y- y -
hidroxidcidos después de su liberacion de los triglicéridos a causa de la lipolisis, por lo
que la concentracion de estas lactonas en queso podria estar correlacionada con una

intensa lip6lisis (Eriksen, 1976; Collins et al., 2003). Las lactonas C12:0 se forman
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gracias a las esporas de P. roqueforti a partir de acidos grasos saturados de cadena larga
(Chalier y Crouzet, 1993). Las lactonas podrian generarse también a partir de acidos

grasos insaturados por la accion de lipooxigenasas e hidratasas (Dufossé et al., 1994).

Aldehidos

Los aldehidos se originan a partir de aminoacidos bien por transaminacion, de manera
que se forma una imida intermedia que puede ser decarboxilada, o bien mediante la
degradacion de Strecker, que puede tener lugar sin catélisis enzimatica durante la
maduracion (Keeney y Day, 1957). También pueden formarse como resultado de la
actividad enzimatica (treonina aldolasa) de Streptococcus thermophillus y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, de modo que catalizan la conversion de treonina y glicina
a acetaldehido (Marshall y Cole, 1983). Algunos aldehidos de cadena lineal, como
butanal, heptanal y nonanal, que se caracterizan por aromas a ‘“hierba fresca”, se
formarian como resultado de la B-oxidacion de &cidos grasos insaturados (Collins et al.,
2003). Los aldehidos son compuestos transitorios en el queso, ya que se reducen
rapidamente a alcoholes primarios o se oxidan a sus correspondientes acidos (Dunn y

Lindsay, 1985; Lemieux y Simard, 1992).

7. CELULAS SOMATICAS

Cuando se produce una entrada de bacterias en la glandula mamaria de la oveja, la
respuesta inmunitaria del organismo es enviar globulos blancos desde el torrente
sanguineo para neutralizar estas bacterias invasoras. Dichos globulos blancos son en

esencia lo que se conoce por células somaticas (Palacios, 2008).

La multiplicacion de estas bacterias dentro de la glandula mamaria da lugar a la
formacion de sustancias que son reconocidas por los macréfagos, que como respuesta a
la infeccion secretan moléculas que atraen a los globulos blancos que circulan en la
sangre (leucocitos neutréfilos polimorfonucleares). De esta manera los leucocitos
neutrdfilos polimorfonucleares (LNP) son atraidos a las zonas afectadas para intentar
eliminar los organismos patdgenos, lo que estimula la reaccion inflamatoria de las
mismas. Como consecuencia de este proceso, la leche almacenada en los alvéolos entra
en contacto con los LNP y a su vez son retenidas células sanguineas como linfocitos,

plaquetas y eosinofilos. (Palacios, 2008).
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Asi, el recuento de células somaticas (RCS) es una medida de los globulos blancos en la
leche, que se utiliza de forma rutinaria como indicador del estado sanitario de un animal
(si el recuento se hace de forma individual) o de todo un rebaiio (si el recuento se realiza
en el tanque de almacenamiento) (Romeo et al., 1998; Bergonier et al., 2003). En leche
de oveja con recuentos bacterianos y RCS normales, el conjunto de células somaticas
estd constituido por un 45-90% de macréfagos, un 3-35% de LNP, un 7-35% de
linfocitos y un 0-3% de células epiteliales. En leche de oveja afectada, el conjunto de
células somaticas esta constituido por un 10-35% de macrofagos, un 50-90% de LNP,
un 1-20% de linfocitos y un 0-2% de células epiteliales (Bergonier et al., 2003;
Palacios, 2008). El analisis de RCS se realiza de forma automéatica mediante equipos
instrumentales que llevan a cabo el recuento de particulas por tamafno (Coulter-Counter)

o por tincidn de los ntcleos celulares (Fossomatic) (Marco et al., 1992a).

La mamitis o mastitis es la inflamaciéon del tejido mamario debido a cambios
fisiologicos y metabolicos, traumas, alergias y sobre todo a infecciones causadas por
microorganismos (Albenzio et al., 2002). Como se acaba de mencionar, esta infeccion
mamaria, provoca un aflujo de leucocitos a la mama con el objeto de combatir los
efectos patogénicos del agente invasor (Marco et al., 1992b), de modo que éstos se
transfieren de la sangre a la leche (Kehrli y Schuster, 1994). Asi, cuando la glandula
esta infectada aumentan los RCS y los porcentajes de cada tipo celular varian, siendo

los leucocitos neutrofilos polimorfonucleares los mayoritarios (Jasper, 1980; Gonzalo et

al., 1998).

La mamitis es una de las enfermedades mas costosas de la industria lactea ya que
produce importantes pérdidas econdmicas que estan causadas principalmente por un
descenso en el rendimiento lechero, cambios en la composicion y la calidad de la leche
y del queso y un aumento del grado de seleccion y costo de los tratamientos veterinarios
(Dekkers, 1995; Pellegrini et al., 1994, 1997; Serrano et al., 2003). La mamitis también
tiene importancia desde el punto de vista higiénico, ya que podria existir riesgo de
infeccion o intoxicacion de los consumidores por bacterias como E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes, Salmonella spp., etc. (Tabla 5). Finalmente también es importante
desde el punto de vista legal, ya que la legislacion actualmente vigente en Espafia (Real

Decreto 640/2006) establece un limite maximo de gérmenes en leche de oveja
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(Bergonier y Berthelot, 2003). En concreto, para leche de oveja cruda destinada a la

elaboracion de queso, el limite maximo es de 500.000 colonias de gérmenes.

La mamitis suele clasificarse en dos grupos segun su grado de severidad: clinica o

subclinica. La asociacion entre mamitis clinica y subclinica en el ganado ovino atin no

se conoce en profundidad, aunque algunos estudios como el de Bor et al. (1989) sefialan

que no existe una relacion entre ellas.
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Manmitis clinica: la infeccion es evidente por la inflamacion de los cuarterones
y/o la presencia de coagulos en la leche (Early, 1998). En ovejas y cabras los
microorganismos que suelen estar implicados en esta patologia son especies de
estafilococos coagulasa negativos (ECN), estreptococos, enterobacterias,
Arcanobacterium pyogenes, corynebacterias, Pasteurellaceae, Pseudomonas
spp., etc. En algunos casos esporadicos, aunque no por ello menos importantes,
el microorganismo implicado es Staphylococcus aureus (Gonzalez-Rodriguez et
al., 1995; Ameh y Tari, 1999; White y Hinckley, 1999; Bergonier y Berthelot,
2003; Leitner et al., 2001). La incidencia de la mamitis clinica en ovejas suele
ser inferior al 5% por afio, por lo tanto es menor que en otras especies lecheras,
donde alcanza valores de 20-40% (Mrode y Swanson, 1996; Rupp y Boichard,
1999). En un escaso porcentaje de los rebafios la incidencia es alta y puede
llegar a afectar al 30-50% de los animales, causando la muerte o el sacrificio del
70% del rebafio. Estos casos suelen estar causados por S. aureus o estreptococos
(Calavas et al., 1998; Haenlein, 2002). Por otra parte, el virus Maedi-Visna,
también conocido como el virus de neumonia progresiva ovina, afecta al ganado
ovino provocando neumonia progresiva cronica, pérdida de peso y cambios en la
glandula mamaria, de manera que la ubre se endurece y aparenta estar llena de
leche, cuando en realidad estd vacia, ya que esta enfermedad provoca un
descenso notable en la produccion de leche (Menzies, 2000). A pesar de ello, no
existen pruebas claras de la influencia de esta patologia sobre el RCS

(Legrottaglie et al., 1999).

Mamitis subclinica: la ubre y la leche son aparentemente normales y no

muestran sintomas de la enfermedad, a pesar de existir infeccion (Early, 1998).
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Esta patologia tiene una incidencia muy superior a la de la mamitis clinica. De
hecho los procesos subclinicos son los responsables de importantes pérdidas
econdmicas, siendo un factor limitante en la rentabilidad de las explotaciones,
debido principalmente a la disminucion de la produccion de leche y de su
calidad, lo que ademas repercute de forma negativa en el crecimiento de los
corderos (Fthenakis y Jones, 1990; Keisler et al., 1992; Saratsis et al., 1999). Los
microorganismos que suelen estar implicados son ECN (con una incidencia de
entre 25-93%) y S. aureus (entre 3-37%), de manera que este Gltimo es el que se
suele detectar en animales con infecciones cronicas. Entre los ECN, S.
epidermidis, S. xylosus, S. chromogenes y S. simulans son los microorganismos
mas frecuentes en las mamitis ovinas (Ariznabarreta et al., 2002). La forma mas
sencilla y econdmica de conocer la incidencia de mamitis subclinica en un
rebafio es realizar un RCS en el tanque de almacenamiento. En un estudio
realizado por Romeo et al. (1998) en Espafia, se estimd que en rebafios con
250.000 células/ml y 1.000.000 células/ml la incidencia de mamitis subclinica
fue del 16 y 35% respectivamente, considerando como infectada una oveja con

un RCS individual de 340.000 células/ml o mas.

Tabla 5. Microorganismos aislados en animales con mamitis. A mayor niimero de asteriscos,
mayor prevalencia del microorganismo (Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; Bergonier et al.,
2003; Pérez-Rodrigo, 2006).

Gram + G.Sthaphylococcus, S.aureus (***), ECN, S.simulans (**), S.epidermidis (**%*),
S.chromogenes (**), S.xylosus (**), S.warnieri (*), G.streptococcus (*), S.agalactiae
(*), S.dysgalactiae (*), S.uberis (*), G.enterococcus (**), E.faecalis (**), E.faecium,

(**), E.durans (**), Actynomyces pyogenes (*), Bacillus sp.(*)

Gram - Enterobacterias (*), E.coli (*), G.klebsiella, G.serratia, G.pasteurella (**),

P.haemolytica (**), P.multocida (*), G.pseudomonas

Levaduras Cryptococcus

Neoformans

Mycoplasmas M.agalactiae (**), M.capricolum, M.putrefaciens, Ureaplasma

Virus Maedi-Visna (***), Ectima contagioso (*)

Obviamente, las infecciones intramamarias (IIM) son la causa mdas importante en el
aumento de RCS (Paape et al., 2007; Palacios, 2008). Sin embargo, algunos factores no
patologicos contribuyen de forma significativa a la variacion del RCS en la leche de

oveja (Raynal-Ljutovac et al., 2007). Algunos de estos factores son intrinsecos como la
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raza, el estado de lactacion, la conformacion de la ubre, la predisposicion genética, el

nimero de lactacion, la edad, el estro o la gestacion. Otros son extrinsecos como los que

se relacionan con el manejo (el estrés alimentario, la higiene, la hora de ordefio, la rutina

de ordefo, el mantenimiento del equipo de ordefio, etc.); o con factores ambientales (la

hora del dia, el mes, la estacion del afio, etc.) (Marco et al., 1992a; Gonzalez-Rodriguez
et al., 1995; de la Fuente et al., 1997b; Mavrogenis et al., 1999; Leitner et al., 2003;
Bergonier et al., 2003; Gonzalo et al., 1994a, 1994b, 2002, 2005; Paape et al., 2007).

Todos estos factores, que se describen brevemente a continuacion, podrian llegar a

explicar el 48% de la variabilidad del RCS (Gonzalo et al. 2002).
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Raza: las razas que producen mas cantidad de leche, como Assaf, presentan un
mayor nivel de contaminacion en la mama, un mayor numero de gérmenes y
consecuentemente un mayor niumero de células somadticas en la leche, mientras
que las razas autoctonas presentan menores RCS (Palacios, 2008). Gonzalo et al.
(2005) encontraron un RCS de 691.831 células/ml en raza Castellana frente a
1.230.269 células/ml de raza Assaf, lo que ademas confirma los resultados

encontrados por Gonzalez-Rodriguez et al. (1995).

Factores genéticos y conformacion de la ubre: Segin Baro et al. (1994), la
predisposicion a tener elevados RCS no es un factor muy hereditario, aunque si
lo es la produccion lactea, factor que se relaciona de forma directa con los RCS
(Palacios, 2008). Por otra parte, la conformacién de la ubre podria ser un factor
relacionado con una mayor susceptibilidad a presentar elevados RCS (Bergonier

y Berthelot, 2003).

Nivel de produccion: la mamitis se relaciona de forma directa con la produccion,
aunque por otra parte los rebafios de alta produccion tienden a presentar RCS
mas bajos debido a un efecto de dilucién y también a un manejo mas cualificado

(Palacios, 2008).

Estado de lactacion: de todos los factores no infecciosos, éste es el mas
importante por su relacion con el aumento del RCS. El RCS aumenta

progresivamente a lo largo de la lactacion (Dulin et al., 1983; Rota et al., 1993;
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Wilson et al., 1995; Galina et al., 1996; Fthenakis, 1996; Zeng et al., 1997;
Palacios, 2008).

Gestacion: para glandulas mamarias no infectadas, el RCS es mas elevado en el

momento del parto y disminuye a lo largo de la transicion de calostro en leche

(Paape et al., 2007).

Numero de parto: dentro de cada edad, el RCS aumenta a medida que lo hace el
numero de partos. Esto podria deberse a un efecto de concentracion, ya que la

produccion de leche disminuye (Palacios, 2008).

Numero de corderos vivos destetados: este factor es altamente significativo para
la produccion de leche y para el RCS, de modo que las ovejas que no destetaron
los corderos vivos presentaron la menor produccion de leche y los valores mas
elevados de RCS (Palacios, 2008). En este caso las principales fuentes de
contaminacion de la ubre son la boca de los corderos y las manos de los

operarios (Albenzio et al., 2003).

Edad de la oveja: si la oveja no estd infectada seguird produciendo leche con
bajos RCS. Las ovejas viejas tienen altos RCS debido probablemente a que se
encuentren infectadas por haber estado mas tiempo expuestas a los patégenos y

aumentando asi la probabilidad de infeccion (Palacios, 2008).

Tamafio del rebafo: en general los rebafios grandes reciben mas asesoramiento
especifico, aunque los rebafios pequefios reciben una atencion mas

personalizada. Resulta dificil establecer una tendencia clara (Palacios, 2008).

Ordefio: El ordefio mecanico puede presentar varios efectos adversos para la
salud de la ubre, como contaminacién de la piel del pezon, cambios en las
condiciones del pezdn, penetracion y dispersion de bacterias dentro del canal de
pezén y vaciado incompleto de la ubre. Ademdas es posible que el ordefio
mecanico sea el responsable del debilitamiento de ciertos mecanismos
inmunoloégicos inespecificos que predispongan a los animales a sufrir

infecciones intramamarias (Harmon et al., 1994; Hamann, 2000; Albenzio et al.,
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2003). La utilizacion de un nivel de vacio o una pulsacion inadecuada puede
inducir traumas, microhemorragias y otras lesiones en el pezon que favorecen el
aumento de RCS y las [IM (Bergonier y Berthelot, 2003). En definitiva, la rutina
de ordefio y la higiene de los equipos son dos factores muy importantes para

evitar elevados RCS (Sinapis et al., 2006).

- Epoca del afo: algunos autores como Acero et al. (2003b) encontraron notables
diferencias en los RCS de raza Churra a lo largo del afio, presentando los valores
mas bajos en primavera y los mas altos en agosto y septiembre. Sin embargo,
otros como Paape et al. (2007) apenas encontraron diferencias significativas a lo

largo del afio.

- Hora del dia: el RCS varia a lo largo del dia, de manera que la leche recogida en
el ordefio de la mafiana puede tener un RCS entre un 7 y un 22% superior al de

la leche recogida por la tarde (Menzies, 2000).

- Zona geografica y climatologia: ambos factores pueden influir sobre el RCS. A
modo de ejemplo, mientras en ovejas de raza Churra (Castilla y Leon, Espafia)
se obtuvo un RCS medio de 863.000 células/ml en el conjunto de los afios 1997,
1998 y 1999, en la raza Sarda (Sardinia, Italia) se obtuvo en el mismo periodo
un RCS medio de 1.480.000 células/ml (Bergonier et al., 2003). Se encontrd otro
ejemplo para la raza Assaf, cuyo RCS en animales sanos fue la mitad en Espafia
(Gonzalez-Rodriguez et al., 1995) que en Israel (Leitner et al., 2003). Algunos
autores han sugerido que algunos factores climatologicos como la temperatura y
la humedad podrian relacionarse de forma positiva con el RCS (Paape et al.,

2007).

En la actualidad se intenta utilizar el RCS como un criterio para fijar el precio de la
leche aunque es todavia polémico. Esto es debido a su variabilidad, algo que como se
acaba de ver obedece a la gran cantidad de factores que influyen sobre él. Por ello atin
no se ha establecido de forma universal un nivel aceptable de RCS en ubres sanas bajo
diferentes sistemas de manejo y para diferentes razas (Maisi et al., 1987; Fthenakis et
al., 1991; Gonzalo et al., 1994a, 1994b; Gonzélez-Rodriguez et al., 1995; Pirisi et al.,
2007). De hecho, en la Unién Europea no existe un limite legal de RCS para leche de
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oveja (Directiva CEE 92/46, modificada por la Directiva CEE 94/71), mientras que en
Estados Unidos es de 1.000.000 células/ml (Paape et al., 2007). Sin embargo en el caso
de la leche de vaca, sobre la que se han desarrollado un mayor nimero de
investigaciones, si existe un consenso y el limite marcado por la legislacién europea es

de 400.000 células/ml (Directiva CEE 92/46, modificada por la Directiva CEE 94/71).

Distintos autores han sugerido diferentes limites méximos de RCS para considerar sana

una ubre de oveja:

250.000 células/ml (De la Cruz et al., 1994; Heredia e Iturritza, 1998;
Menzies, 2000; Pengov; 2001; Romeo et al. 1993)

300.000 células/ml (Fruganti et al., 1985)

500.000 células/ml (Travnicek et al. 1978; Vitkov y Vitanov; 1980,
Palacios, 2008)

1.000.000 células/ml (EI-Masannat, 1987; Fthenakis et al., 1991; Fthenakis,
1996; Green, 1984; Mackie y Rodgers, 1986; Stefanakis et al., 1995)

1.200.000 células/ml (Berthelot et al., 2006)

1.500.000 células/ml (Maisi et al., 1987; Mavrogenis et al. 1995)

Segun Palacios (2008), en Castilla y Ledn el RCS de un animal sano se encuentra por
debajo de 500.000 células/ml, pudiendo estar en menos de 200.000 células/ml en
animales de primera lactancia. En un estudio realizado a lo largo de varios afios sobre la
poblacion de varias ganaderias de raza Churra pertenecientes a la comunidad de Castilla
y Leon se obtuvo que un 49,4% de los rebafios presentaron un RCS medio comprendido
entre 500.000 y 1.000.000 células/ml, de manera que solamente el 14,6% de los mismos

presentd menos de 500.000 células/ml (Palacios, 2008).

7.1. ENZIMAS DE LAS CELULAS SOMATICAS

Como se ha mencionado en repetidas ocasiones, cuando se produce una entrada de
bacterias en la gldndula mamaria, la respuesta inmunitaria del organismo es enviar
globulos blancos desde el torrente sanguineo para neutralizar estas bacterias invasoras.
Para ello, dichos globulos blancos, que constituyen lo que se conoce por células
somaticas, poseen un rango de enzimas lisosomicos que degradan los constituyentes

bacterianos, como las proteinas (proteasas) y los polisacaridos de la pared celular

75



1. Introduccion

(lisozimas) (Paape et al., 2002, 2003). Muchos de estos enzimas pasan a la leche donde
provocan fenomenos de proteolisis y lipolisis mas intensos que en la leche de animales
sanos (Schaar, 1985; Le Roux et al., 1995; Albenzio et al., 2005). Asi, algunos de estos
enzimas se utilizan como indicadores para conocer el grado de infeccidon mamitica,
como es el caso de N-acetil-B-0-glucosaminidasa, catalasa y fosfatasa acida (Fox y
Kelly, 2006). A continuacion se describen brevemente las proteasas y lipasas mas
importantes de las células somaticas y su efecto sobre la proteolisis y lipolisis en la

leche, respectivamente.

Proteasas y proteolisis en leche
Las proteasas mas importantes en la leche son la plasmina, las catepsinas B, D, G y la

elastasa (Baggiolini et al., 1978; Massaoui et al., 2002).

Los leucocitos polimorfonucleares contienen unas proteasas neutras, como serina
elastasa y catepsina G; y otras proteasas acidas, como catepsina B y catepsina D

(Newbould, 1974; Baggiolini et al., 1978; Azzara y Dimick, 1985a).

Los macrofagos, también encontrados en altos niveles en leche de tejido mamario
infectado contienen la proteasa acida catepsina D y una catepsina neutra (Carr, 1973;
Cohn, 1975; Azzara y Dimick, 1985a). Ademas, han sido encontradas proteasas

parecidas a la pepsina y quimiotripsina (Carr, 1973).

La elastasa, uno de los principales enzimas encontrados en los granulocitos
porlimorfonucleares (contabilizados como células somaticas) (Verdi y Barbano, 1991),

son especificas para las caseinas B y as; (Considine et al., 1999, 2000).

La catepsina D se origina en los lisosomas de las células somaticas. En la leche de vaca
ha sido identificada en cuatro formas (pro-, pseudo-, de cadena unica y de doble
cadena) de manera que la predominante es procatepsina D. La procatepsina D es
transformada a la forma activa a través de la ruptura proteolitica a pH acido para
generar la forma activa del enzima. En la leche la procatepsina D se ha asociado
principalmente a la fraccién sérica, por lo que el desuerado durante el proceso de
elaboracion del queso disminuye notablemente la actividad de este enzima (Wilkinson y

Kilcawley, 2005). La catepsina D actiia preferentemente sobre as;-CN para producir
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as;-I-CN, de forma similar a como lo hace la quimiosina. Del mismo modo, actia de
forma especifica sobre as;-, B-, y k-CN y a-lactoalbumina (McSweeney et al., 1995).
Segun Considine et al. (2004), la catepsina D actia sobre as;-CN en 35 puntos y sobre

B-CN en 32 puntos, produciendo péptidos que podrian sufrir degradaciones posteriores.

La plasmina es la principal proteasa nativa de la leche, motivo por el cual ha sido objeto
de numerosas investigaciones en los ultimos afos, como las llevadas a cabo por
Grufferty y Fox (1988a), Fox (1991, 1992) y Baldi et al. (1996). Barbano et al. (1991)
observaron que las células somaticas aisladas a partir de leche bovina con elevados RCS
(1 x 10° células somaticas/ml) contenian niveles significativos del activador del
plasmindgeno. Un incremento en la concentracion de células somaticas en la leche
durante la mamitis subclinica puede convertir cantidades significativas de plasmindgeno
en plasmina tanto en la ubre antes del ordefio, como en la elaboracidon quesera. Asi, las
propiedades queseras de la leche pueden verse afectadas adversamente por la accion de
la plasmina, la cual también tiene un papel importante en la maduracion del queso. Se
ha sugerido que algunos cambios en el queso como un elevado contenido de humedad y
una textura defectuosa y quebradiza pueden ser debidos a la proteolisis llevada a cabo
por la plasmina. El tiempo de coagulacion y las propiedades de formacion de la cuajada
se verian afectados de forma significativa solamente después de una intensa proteolisis

causada por este enzima (Grufferty y Fox, 1988b).

Con respecto a la hidrélisis de caseina, los estudios en leche de oveja son escasos.
Duranti y Casoli (1991) mostraron un descenso en as-caseina y B-caseina al aumentar
los RCS. Por otra parte, Bianchi et al. (2004) encontraron que la caseina estaba
sometida a una hidrolisis mas intensa en leche con elevados RCS, de modo que se

observé un descenso de B-caseina y consecuentemente un aumento de y-caseina.

Rodriguez-Nogales et al. (2007) estudiaron la influencia de los RCS sobre las proteinas
de la leche de razas Churra, Castellana y Assaf, observando un descenso significativo en
los valores de caseina total, de ;-CN, de ,-CN, de as;-I-CN y de a-lactoalbimina en
leche de elevados RCS. Por ello sugirieron el empleo de leche con menos de 1.500.000

células somaticas/ml para la elaboracion de queso.
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Segtn Leitner et al. (2004), la plasmina actia sobre la B-caseina, liberando un péptido
(B-caseina 1-28) que se relaciona con la habilidad de bloquear los canales de potasio en
las membranas apicales del tejido epitelial (Silanikove et al., 2000). Este péptido reduce
la secrecion de lactosa y otros osmorreguladores desde el alveolo hacia el lumen, lo que
resulta en un incremento de la concentracion de grasa y proteinas, cuya secrecion no se
ve afectada cuando la activacion de la plasmina es relativamente moderada (mas de un
30-50% de lo normal) (Shamay et al., 2000). En el caso de que el incremento en la
actividad de la plasmina fuera alto (150% o mas), la hidrolisis de la caseina induce un
secado de las secreciones de la mama, lo que se asocia con bajas secreciones de grasa y

proteinas (Leitner et al., 2004).

Lipasas y lipolisis en leche

Numerosos autores han observado una relacion directa entre las células somaticas y una
lip6lisis mas intensa en la leche (Azzara y Dimick, 1985b; Murphy et al., 1989; Ma et
al., 2000; Santos et al., 2003; Deeth, 2006; Gargouri et al., 2008), aunque no se conoce
bien el mecanismo por el cual sucede esto (Gargouri et al., 2008). Este desconocimiento
se debe principalmente a que la mayoria de las investigaciones acerca la influencia de
las células somaticas sobre los fendmenos enzimaticos, se han centrado sobre todo en la
proteolisis, siendo menos numerosos los estudios relacionados con la lip6lisis. Ademas,
la gran mayoria de las investigaciones se llevaron a cabo en leche de vaca, de manera

que existen muy pocos estudios sobre leche de oveja (Raynal-Ljutovac et al., 2007).

Por una parte, las muestras de leche obtenidas a partir de animales con mamitis tienen
niveles iniciales de AGL mas elevados de lo normal, lo que podria deberse a una menor
actividad de la lipasa durante el proceso de sintesis, permaneciendo una mayor cantidad
de acidos grasos sin esterificar que en el caso de una glandula mamaria sana (Fitz-
Gerald et al., 1981; Murphy et al., 1989). Este efecto fue atribuido a que la capacidad de
biosintesis de los tejidos mamarios se ve afectada por la infeccion e inflamacion o por la
accion de proteasas intracelulares de algunas células somaticas sobre la lipasa de la

leche (Jurczak y Sciubisz, 1982).

Por otra parte, esta leche con elevados RCS muestra mayores incrementos de AGL
durante el almacenamiento (Tarassuk y Yaguchi, 1958; Fitz-Gerald et al., 1981;

Murphy et al., 1989). En la investigacion llevada a cabo por Gudding (1982), se sugiere
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que el aumento de AGL puede depender de la causa de la mamitis. Murphy et al. (1989)
concluyeron que el aumento de la lipdlisis en leche mamitica se debe a una mayor
susceptibilidad de la grasa. Esto seria debido a que la lipasa en leche con mamitis tiene
una distribucion diferente a la de la leche normal, con una mayor proporcion en forma

no micelar o soluble (Salih y Anderson, 1979) o asociada a la grasa (Bachmann, 1961).

Otros estudios han indicado que las mayores concentraciones de AGL en leche con
elevados RCS se deberian a un elevado nivel de lipasa (Gaffney y Harper, 1965;
Tallamy y Randolph, 1969; Azzara y Dimick, 1985a,b). Asi, estos autores sostienen que
los leucocitos en la leche contienen una lipasa o carboxilesterasa (Deeth, 1978) que
puede contribuir a la lipolisis en leche mamitica, de manera que cuando estas células
son afiadidas a la leche, el nivel de AGL aumenta casi linealmente (Salih y Anderson,
1978), observandose aun mas lipdlisis si las células se rompen antes de afiadirlas
(Jurczak y Sciubisz, 1981). Azzara y Dimick (1985a) sugirieron que estos enzimas
lipoliticos dafian la membrana del globulo graso, exponiendo la grasa en la leche a la

degradacion por lipoproteina lipasa (LPL) en la leche.

En cualquier caso, el aumento de AGL provocado por elevados RCS puede causar el
desarrollo de sabores rancios en la leche y en el queso elaborado a partir de ella

(Duncan et al., 1991).

7.2. INFLUENCIA DEL RCS SOBRE LA COMPOSICION DE LA LECHE DE
OVEJA

Existen numerosos estudios, la mayoria de ellos realizados en leche de vaca, que
muestran que un incremento en el RCS esté relacionado con cambios en la composicion
de la leche, lo que podria deberse a dos causas: el deterioro en las células de la glandula
mamaria, que reduce la sintesis de los constituyentes de la leche en la ubre (p. ej.
lactosa); y los cambios en la permeabilidad de las membranas y los espacios
intersticiales, que aumentan el paso de los componentes de la sangre a la leche

(Haenlein et al., 1973; Schultz, 1977).
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Efecto de los RCS sobre el pH

La mayoria de los autores observaron un aumento del pH de la leche al aumentar los
RCS (Duranti y Casoli, 1991; Pirisi et al., 1996; Pellegrini et al., 1997; Nudda et al.,
2001; Bianchi et al., 2004; Albenzio et al., 2004, 2005).

Efecto de los RCS sobre la lactosa

Un aumento del RCS causa un descenso de la concentracion de lactosa en leche de
oveja (Bufano et al., 1996, Diaz et al., 1996; Pirisi et al., 1996, 2000; Auldist y Hubble,
1998; Nudda et al., 2003).

La lactosa y los iones solubles (p. ej. Na', K" y CI") son los principales compuestos
responsables de la presion osmotica de la leche. Durante la mamitis la concentracion de
NaCl en la leche aumenta, lo que causa un aumento de la presion osmotica. Esto es
compensado con un descenso en el contenido de lactosa, que es posible gracias a su
mecanismo de sintesis, descrito anteriormente. Es decir, hay una relacion inversa entre
la concentraciéon de NaCl y lactosa en la leche, lo que explica en parte por qué algunas
muestras de leche con elevadas concentraciones de lactosa tienen bajas concentraciones

de cenizas y viceversa (Fox et al., 2000).

Algunos autores como Leitner et al. (2004), explicaron la reduccion en la secrecion de
lactosa por la actividad de la plasmina. Este enzima produce la hidrolisis de la caseina,
que libera péptidos que funcionan como reguladores de la funcién de la glandula
mamaria (Shamay et al., 2003). Como ya se ha dicho, la plasmina actiia sobre la -
caseina, liberando el péptido B-caseina 1-28 que se bloquea los canales de potasio en las
membranas apicales del tejido epitelial (Silanikove et al., 2000). Como consecuencia de
ello, se reduce la secrecion de lactosa y otros osmorreguladores y varia la concentracion
de grasa y proteinas, variacion que depende del grado de activacion de la plasmina

(Shamay et al., 2000; Leitner et al., 2004).

Otros autores sostienen que, como consecuencia del incremento del RCS, el tejido
epitelial de la glandula mamaria resulta dafiado lo que afectaria a la sintesis de lactosa
(Pirisi et al., 1996; Leitner et al., 2004). Otros autores argumentan que la causa seria un

menor flujo de sangre en la ubre provocado por los altos RCS y, como consecuencia, la
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glandula mamaria tendria menos cantidad de glucosa disponible para la sintesis de

lactosa (Marti de Olives y Molina Pons, 1998).

Una menor concentracion de lactosa en la leche conllevaria una menor formacion de
acido lactico por parte de las BAL, lo que explicaria el aumento de los valores de pH
con los RCS (Marti de Olives y Molina Pons, 1998; Serrano Moyano et al., 1998; Pirisi
et al. 1996, 2000; Albenzio et al. 2004, 2005; Vivar-Quintana et al., 2006),

Efecto del RCS sobre los minerales
Los cambios en la concentracion de minerales con el aumento de los RCS pueden jugar

un papel significativo en la aptitud quesera de la leche.

Con respecto al calcio total, el mineral mayoritario de la leche, algunos autores
observaron un aumento significativo de su concentracion en la leche de ovejas con
mamitis (Bianchi et al., 2004), mientras que otros no encontraron una influencia
significativa de los RCS (Pirisi et al., 1996, 2000; Pellegrini et al., 1997). En cuanto al
calcio soluble, su concentracion fue menor para leche con elevados RCS (Pirisi et al.,
1996, 2000; Pellegrini et al., 1997), mientras que el fosforo total y soluble y la
mineralizacion de la micela no fueron influidos por el RCS (Raynal-Ljutovac et al.,

2007).

Durante la mamitis, el potasio se filtra desde la leche a través del tejido epitelial y su
concentracion disminuye, mientras que el sodio, que esta presente en la sangre en altas
concentraciones se filtra hacia la leche, por lo que su concentracion aumenta (Pirisi et
al., 2000). La concentracion de cloruro también aumenta en leche con elevados RCS

(Morgan y Gaspard, 1999).

Efecto de los RCS sobre el ES

El efecto de los RCS sobre el ES no estd claro, de manera que algunos autores como
Jaeggi et al. (2003) y Rodriguez-Nogales et al. (2007) encontraron un menor contenido
de ES en leche de oveja con elevados RCS, mientras que otros como Pirisi et al., (1996,

2000) no encontraron una influencia del RCS.
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Efecto del RCS sobre la grasa

Los resultados con respecto a la grasa también son contradictorios. En principio,
considerando la reduccion de la capacidad secretora y de sintesis de la glandula
mamaria durante una infeccion, parece ldgica una disminucion de la concentracion de la
grasa en la leche (Raynal-Ljutovac et al., 2007). Algunos autores observaron un
descenso significativo de la grasa de la leche con elevados RCS (Bianchi et al, 2004;
Rodriguez-Nogales et al., 2007), pero sin embargo, otros autores mostraron que los
RCS no afectaron al contenido graso de la leche de oveja (Diaz et al., 1996; Pirisi et al.,
1996, 2000). Como se ha mencionado anteriormente, estas contradicciones podrian
explicarse por el grado de actividad de la plasmina (Shamay et al., 2000; Silanikove et

al., 2000; Leitner et al., 2004).

El efecto del RCS sobre la composicion de la grasa no ha sido estudiado en leche de
oveja (Raynal-Ljutovac et al., 2007). Como se ha mencionado anteriormente, en leche
de vaca con elevados RCS se encontr6 un mayor porcentaje de AGL (Tarassuk y

Yaguchi, 1958; Fitz-Gerald et al., 1981; Murphy et al., 1989).

Efecto del RCS sobre el contenido en proteina

Los efectos de los RCS sobre las proteinas tampoco concuerdan en los diferentes
trabajos realizados al respecto. Asi, unos autores encontraron que la leche con elevados
RCS contenia mayor concentracion de proteinas que la leche con RCS bajos (Diaz et al.,
1996; El-Saied et al., 1999; Nudda et al., 2003; Albenzio et al., 2004; Bianchi et al.,
2004; Rodriguez-Nogales et al., 2007). Por el contrario, otros autores observaron un
menor contenido de proteina total en leche con elevados RCS (Jaeggi et al., 2003),
mientras que otros no encontraron diferencias significativas en la concentracion de
proteinas de leche con diferentes RCS (Duranti y Casoli, 1991; Pirisi et al., 1996, 2000;
Pellegrini et al., 1997, Albenzio et al., 2005). Estas contradicciones podrian explicarse
de nuevo por el grado de actividad de la plasmina (Shamay et al., 2000; Silanikove et

al., 2000; Leitner et al., 2004).

Durante la mamitis, el aumento de la concentracion de proteinas en la leche procedentes
del torrente sanguineo conduce a un incremento de la concentracion de proteinas
solubles del suero (Duranti y Casoli, 1991; Pirisi et al., 1996, 2000; Nudda et al., 2003;

Albenzio et al., 2004). Con respecto a la concentracion de caseinas, los resultados son
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contradictorios, de modo que algunos autores encontraron un descenso al aumentar los
RCS (Duranti y Casoli, 1991; Jaeggi et al., 2003, Rodriguez-Nogales et al., 2007),
mientras que otros observaron lo contrario (Bianchi et al., 2004). Finalmente, otros
autores no encontraron una influencia significativa del RCS sobre la concentracion de
caseinas (Pirisi et al., 1996, 2000; Pellegrini et al., 1997; Nudda et al., 2003; Albenzio et
al., 2004, 2005). Mas concretamente, Duranti y Casoli (1991) observaron un aumento
de la concentracion de [-lactoglobulina al aumentar los RCS, mientras que la
concentracion de seroalbimina e inmunoglobulina descendi6. Rodriguez-Nogales et al.
(2007) observaron ademds una menor concentracion de f;-caseina, P,-caseina, as;-I-

caseina y a-lactoalbiimina en leche con elevados RCS.

7.3. EFECTO DE LOS RCS EN LA ELABORACION DE QUESO

A pesar de que la mayor parte de la leche de oveja que se produce se destina a la
produccion de queso, todavia se tienen pocos conocimientos acerca de la relacion entre
el RCS y la idoneidad de la leche para la elaboracion de dicho queso y menos aun sobre

el producto terminado (Raynal-Ljutovac et al., 2007).

Efecto del RCS en las propiedades de coagulacion de la leche
La leche de oveja, a diferencia de otras como la de vaca, se destina casi exclusivamente
a la elaboracion de queso, por lo que una propiedad fundamental es su capacidad para

coagular, que determina ademas el rendimiento quesero (Pugliese et al., 2000).

Tanto el tiempo de coagulacion de la leche como el que tarda la cuajada en adquirir
firmeza, aumentan de forma significativa con los RCS (Duranti y Casoli, 1991; Pirisi et
al., 1996, 2000; Pellegrini et al., 1997; Nudda et al., 2001; Albenzio et al., 2004, 2005,
Revilla et al., 2007).

Por otra parte, la firmeza de la cuajada muestra la tendencia contraria, es decir,
disminuye al aumentar los RCS, especialmente cuando se observa un descenso en la

concentracion de caseinas.
Algunos autores, como Pirisi et al. (2000), observaron una correlacion positiva entre el

pH de la leche y el tiempo de coagulacion. Sin embargo, estos mismos autores

mostraron que si los mismos pardmetros de coagulacion se miden en muestras de leche
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con diferentes RCS, pero con valores de pH estandarizados a 6,50, las diferencias
disminuyen de forma significativa. En este caso, tanto el tiempo de coagulacion de la
leche como el tiempo que tarda la cuajada en adquirir firmeza, fueron mayores para la
leche con elevados RCS, aunque no de forma significativa, mientras que la firmeza de la

cuajada fue significativamente menor en la leche de elevados RCS.

Efecto de los RCS en las propiedades de acidificacion de la leche
Pirisi et al. (2000) no encontraron influencias significativas del RCS sobre el desarrollo
de las BAL empleadas como cultivo iniciador ni en el progreso del proceso de

acidificacion del queso elaborado con leche de oveja.

Efecto del RCS en el rendimiento quesero y en la recuperacion de grasa y proteina

En general, si el queso se elabora con leche de elevados RCS, se produce un deterioro
de la cuajada durante la sinéresis, con un largo tiempo de coagulacion y una agregacion
de la cuajada débil. Esto, que es debido a la hidrolisis parcial de la as-caseina y de la -
caseina causada por la plasmina (Verdi y Barbano, 1991), daria lugar al incremento del
contenido de humedad y la reduccién de la cantidad de caseina en la cuajada, lo que se
traduce en un menor rendimiento quesero (Auldist et al., 1996; Rogers y Mitchell, 1994;
Leitner et al., 2004; Jaeggi et al., 2003; Albenzio et al., 2004; Pulina et al., 2006). La
mayoria de los autores observaron una disminucion del rendimiento quesero al
aumentar los RCS, lo que supone notables pérdidas econdmicas para los productores
(Raynal-Ljutovac et al., 2007). Sin embargo algunos autores no encontraron diferencias
significativas en dicho rendimiento (Pirisi et al., 2000; Revilla et al., 2007), algo que
podria deberse a que el incremento de la humedad atrapada en la cuajada distorsiona el
calculo (Rogers y Mitchell, 1994). Ademas, este defecto en el drenaje de suero podria
inducir un incremento en el nivel de proteolisis y lip6lisis del queso (Raynal-Ljutovac et

al., 2007).

Por otra parte, Pirisi et al. (1996, 2000) y Albenzio et al. (2004) encontraron una gran
pérdida de proteina en el suero cuando se empled leche de elevados RCS para la
elaboracion del queso. Asi, el indice de recuperacion de proteina fue menor en el queso
elaborado con leche de elevados RCS, de manera que empleando leche con bajos RCS
se consiguid recuperar un 4% mas de proteina que en queso con elevados RCS (Pirisi et

al., 2000).
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7.4. EFECTO DEL RCS SOBRE LA COMPOSICION DEL QUESO Y SU
CALIDAD SENSORIAL

pH

Al igual que sucede en la leche, en el queso algunos autores también observaron
mayores valores de pH al aumentar los RCS (Pirisi et al., 2000). Sin embargo, otros
observaron una disminucion (Albenzio et al., 2004) mientras que otros no encontraron

variaciones significativas (Jaeggi et al, 2003).

Lactosa
Tal y como se ha observado en la leche, en el queso la concentracion de lactosa es

menor en quesos con elevados RCS (Fernandez-Garcia et al., 1994).

Materia grasa

La materia grasa de los quesos pertenecientes a distintos recuentos de células somaticas
disminuye a medida que aumentan los RCS (Jaeggi et al., 2003; Albenzio et al., 2004).
Pirisi et al. (2000) también observaron la misma tendencia aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Estos resultados podrian deberse a un menor
contenido de materia grasa en la leche de partida y/o a una mayor pérdida de grasa en el

suero durante el proceso de elaboracion del queso.

En cuanto a la composicion de la materia grasa, como ya se ha mencionado, un mayor
contenido de RCS provoca una lipdlisis mas intensa debido a una mayor actividad
enzimatica. Dicha lipdlisis se ve favorecida ademds por un mayor contenido de
humedad en los quesos de elevados RCS. Asi, Jaeggi et al. (2003) observaron en estos
quesos una mayor concentracion de acidos grasos libres a partir del 3 mes de

maduracion, principalmente de los acidos butirico, caprilico, caproico, caprico y latrico.

Proteinas

Algunos autores como Pirisi et al. (2000) y Jaeggi et al. (2003) no encontraron
diferencias significativas en el contenido proteico de quesos de oveja con distintos RCS.
Tampoco encontraron una influencia de los RCS sobre la proteolisis secundaria, que se

estima por la determinacion de las diferentes fracciones proteicas.
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Sin embargo, otros autores, como Revilla et al. (2007) encontraron numerosas
diferencias significativas en la fraccion proteica como consecuencia de una proteolisis
mas intensa al aumentar los RCS, entre las que destacaron un descenso de B-CN y as-
CN y un aumento de I-as;-CN. Marino et al. (2005) también observaron una mayor

proteolisis al aumentar los RCS en queso de vaca.

Extracto seco

Los quesos elaborados con leche de elevados RCS tienen un menor contenido de
extracto seco. Esto fue observado por varios autores en queso de oveja, como Jaeggi et
al. (2003) y Albenzio et al. (2004). Pirisi et al. (2000) también encontraron un menor
contenido de ES en quesos con elevados RCS, aunque las diferencias no fueron
significativas. Estas diferencias pueden ser debidas a varias causas que se detallan a

continuacion.

En primer lugar, si se emplea leche con elevados RCS para la elaboracion de queso, se
obtiene una cuajada con una estructura de la matriz proteica mas débil, lo que provoca

una sinéresis mas intensa (O’Farrell et al., 2002; Jaeggi et al., 2003).

En segundo lugar, hay que tener en cuenta que, como se acaba de mencionar, la leche
con elevados RCS puede contener una menor concentraciéon de grasa y/o proteina, lo

que repercute en un menor contenido de ES del queso.

Por ultimo, una mayor actividad proteolitica de la plasmina en quesos con elevados
RCS puede resultar en un aumento del contenido de humedad y por lo tanto, en un
descenso de extracto seco. Esto podria deberse a que el aumento de la proteolisis daria
como resultado una mayor produccién de aminoacidos y de grupos carboxilo que
pueden retener agua mas fuertemente (Donnelly et al., 1984; O’Farrell et al., 2002). Sin
embargo esto ha sido discutido (Mara et al., 1998), y de hecho hay autores que no
encontraron una relacion entre el contenido de humedad del queso y la adicion de

plasmina a la leche de partida (Farkye y Landkammer, 1992).

Textura
Segun Jaeggi et al. (2003), los quesos elaborados con leche de elevados RCS presentan

mas defectos de textura a los 6 y 9 meses de maduracion que los quesos de RCS
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normales, de manera que son mas fracturables y harinosos. Revilla et al. (2007)
encontraron resultados similares en quesos con 3 meses de maduraciéon, lo que
relacionaron con una mayor actividad proteolitica debida a las células somaticas y mas
concretamente a un aumento de la fraccion I-as;-CN. Por otra parte, Pirisi et al. (2000)
no encontraron diferencias significativas entre quesos con distintos RCS a los 2 meses
de maduracion, lo que podria indicar que las diferencias se manifiestan en quesos mas

curados.

La textura de un queso curado depende de su composicion fisico-quimica y de los
cambios bioquimicos durante la maduracion (De Jong, 1976; Fox et al., 2000; Lawrence
et al., 1987; Lucey et al., 2003). Entre estos factores destacan el contenido de humedad
(y su pérdida a lo largo de la maduracion) y el desarrollo de la proteolisis, que esta

relacionada directamente con la estructura de la red proteica.

Como se ha mencionado con anterioridad, si el queso se elabora con leche de elevados
RCS se produce un deterioro de la cuajada durante la sinéresis, con un largo tiempo de
coagulacion y una agregacion de la cuajada débil, lo que daria lugar al incremento del
contenido de humedad en el queso (Auldist et al., 1996; Rogers y Mitchell, 1994;
Leitner et al., 2004; Jaeggi et al., 2003; Albenzio et al., 2004).

A lo largo de la maduracion, el aumento de la dureza se relaciona con el descenso de la
humedad que actia como un plastificador en la matriz de proteina haciéndola asi menos
elastica y mas susceptible a la fractura bajo compresion (Fox et al., 2000). Durante este
periodo la proteolisis es mas intensa en quesos de elevados RCS debido a una mayor
actividad de la plasmina, lo que resulta en una reduccién de la fuerza del gel de caseina

(Srinivasan y Lucey, 2002).

Otros factores que se ven afectados por el RCS también estan relacionados con la
textura, como el pH, cuyo papel es particularmente importante porque su variacion esta
directamente relacionada con cambios quimicos en la red proteica de la cuajada y del
queso (Prentice et al., 1991). Una disminucion de pH se asocia con una pérdida de
fosfato calcico coloidal por disolucion desde las submicelas de caseina lo que provoca
una progresiva disociacion de las submicelas en agregados de caseina mas pequefios

(Lebecque et al., 2001).
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Sabor y aroma

Algunos autores como Klei et al. (1998) y Jaeggi et al. (2003) mostraron que los quesos
elaborados con leche de elevados RCS presentaron més defectos de flavor que los que
contenian RCS normales. En concreto Jaeggi et al. (2003) observaron que los quesos de
elevados RCS con 6 y 9 meses de maduracion fueron mas rancios que los normales, lo
que fue debido a una mayor concentracion de AGL, como &cido butirico, como

consecuencia de una lip6lisis mas intensa.

8. RAZAS DE OVEJA

Espana fue en el afio 2008 el segundo pais de la UE con mayor nimero de cabezas de
ganado ovino, con un total de 19.952.300 animales, lo que supuso un 22,12% del total
de la UE, cantidad superada solamente por el Reino Unido (MARM, 2009). De este
numero, solamente 3.064.400 fueron corderas cubiertas y ovejas de leche, suponiendo el
12,07% de total de la UE, por detrds de Rumania (27,39%), Grecia (25,43%) e Italia
(21,84%).

Tabla 6. Poblacion de ovejas en Espafia en el afio 2001 (Ugarte et al., 2001).

Raza Numero de ovejas Porcentaje (%)
Manchega 925.000 21,0
Assaf 800.000 18,1
Churra 750.000 17,0
Latxa y Carranzana 452.620 10,2
Castellana 250.000 5,7
Awassi 150.000 3.4
Lacaune 75.000 1,7
Milschaff 10.000 0,2
Cruces 1.000.000 22,7
Total 4.412.620 100

Dentro de Espafa, el 80,45% del censo nacional, se encuentra ubicado en cinco
Comunidades Auténomas: Castilla y Ledn (20,78%), Extremadura (20,58%), Castilla-
La Mancha (15,62%), Andalucia (12,09%) y Aragon (11,38%). Asi, Castilla y Ledn fue
en 2008 la comunidad auténoma con mayor nimero de cabezas de ganado ovino, con

4.145.751 animales, de los cuales 1.590.753 fueron hembras de ordefo, lo que supuso el
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51,91% del total en Espana. Dentro de esta Comunidad destacan las provincias de
Salamanca, con 631.482 animales, Ledn con 616.830 animales y especialmente Zamora,
con 896.275 animales, de los cuales 483.371 eran hembras de ordefio, lo que supone
que Zamora fue en el afio 2008 la provincia de Espafia con mas hembras de ordefio

(MARM, 2009).

En Espana las razas de oveja con mayor nimero de ejemplares son Manchega, Assaf 'y
Churra (Tabla 6). En Castilla y Ledn las razas mas importantes han sido
tradicionalmente Churra y Castellana, dos razas autoctonas producto de una seleccion
natural a lo largo de generaciones, con una gran significacion en la economia y en la
tradicion ganadera (Yanes, 2008). Hace tres décadas se introdujo en Espafia la raza
Assaf, una nueva raza de origen israeli especializada en la produccion de leche, motivo
por el cual ha llegado a ser una de las mas importantes de la region, desplazando en

muchos casos a las razas autdctonas.

A continuacion se describen brevemente las caracteristicas de las razas Churra,
Castellana y Assaf, elegidas para la realizacion de este estudio por su importancia en

Castilla y Ledn y mas concretamente en la provincia de Zamora.

8.1. CHURRA

La raza Churra es longilinea y de tamano medio, presentando los animales adultos un
peso medio de 80-90 kg los machos y de 50-60 kg las hembras. Es de color blanco, con
coloracion periférica en negro alrededor de ojos, labios y morro, en la porcioén terminal
de las orejas, en las partes distales de las extremidades y en la region umbilical. Tiene
lana basta y larga, con mechones de 25-30 cm (Figura 6). Se caracteriza por su
rusticidad, de manera que es capaz de caminar largas distancias en busca de alimento y
soportar temperaturas extremas. Por lo tanto esta perfectamente adaptada al medio en el
que se desenvuelve, ya que es autdctona de Castilla y Ledn (Espafia), donde las zonas
de pasto son muy extensas y el clima es continental, con inviernos largos y ftrios,

primaveras cortas y veranos secos y calurosos.
El ultimo censo oficial, realizado en 1986, estimo6 en 1.770.530 el nimero de cabezas
existentes en Espafa, lo que representa aproximadamente el 9,5% de las ovejas de

aptitud lactea de la Comunidad Europea, el 10% del censo ovino nacional espafiol y casi
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el 40% de las ovejas espafiolas de aptitud lactea (De la Fuente et al. 1995, 1996 y
1997a). En el afio 2001 la cantidad total se estimé en 750.000 (Ugarte et al., 2001), de
las cuales alrededor de 400.000 se destinaban al ordefio, siendo sometidas a un control
lechero oficial 26.000 de ellas (San Primitivo y De la Fuente, 2000). La Asociacién
Nacional de Criadores de Ganado Ovino de Raza Churra (ANCHE) es la encargada de
identificar, controlar y mejorar las ovejas de esta raza, asi como del control de su Libro
Genealogico. Segin la memoria de ANCHE correspondiente al afio 2000, el area
geografica actual de mayor influencia de cria de la raza Churra abarca mayoritariamente
las provincias de Burgos (34%), Valladolid (21%) y Palencia (19%), asi como buena
parte de las de Zamora (12%), Le6n (8%), Segovia (5%), Soria (0,7%) y Salamanca
(0,3%). Hay que tener en cuenta que estos datos se refieren unicamente a los animales
inscritos en el Libro Genealdgico, si bien podrian reflejar la situacién censal de esta

raza.

Figura 6. Ovejas de raza Churra.

En la raza Churra pueden diferenciarse tres tipos de rebaiios, los especializados en la
produccion de carne, los que se dedican unicamente a la produccion de leche y los que
pueden considerarse de doble aptitud, carne y leche, (San Primitivo y De la Fuente,

2000).
Los rebafios que se dedican a la produccion de carne (71,9%) son explotados en

régimen extensivo, aprovechando pastos marginales ubicados en zonas de dificil acceso.

Estos animales no son ordefiados y su produccién bésica es el lechazo, corderos de 10-
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12 kg de peso vivo que se sacrifican con 25-35 dias de vida y que gozan de la figura de

calidad “I.G.P. Lechazo de Castilla y Leon” (Yanes, 2008).

Los rebafios que se destinan a la produccion de leche (28%) se ubican en zonas con
mayores recursos y son explotados en régimen de semiestabulacion (San Primitivo y De
la Fuente, 2000; Yanes, 2008). En cuanto a la aptitud lactea, tienen una producciéon de
aproximadamente 132 litros a lo largo de 135 dias, con un contenido medio de 6-7% de
grasa, 4-6% de proteina y 18,70% de ES. Esta leche se destina habitualmente a la
elaboracion de queso, como el queso Zamorano, que goza de Denominacion de Origen,

el queso Castellano, el queso de Villalon o el queso de Burgos.
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Figura 7. Curva de lactacion y ciclo productivo tipo de ovejas estacionales con tratamiento

reproductivos y con un nivel medio de produccion y tres partos cada dos afios (sistemas de
produccion tipicos de las ovejas de razas autdctonas de la meseta) (Sanchez Rodriguez, 2009).

Por ultimo existen rebafios de raza Churra que se utilizan para producir carne y leche,
dependiendo de las condiciones del mercado, sin considerar prioritaria la produccion

lactea. En este caso se aprovechan las caracteristicas de rusticidad de esta raza,
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especialmente su capacidad para secarse rdpidamente cuando deja de ordenarse o de
alimentarse correctamente, de forma que, debido a sus caracteristicas reproductivas,

puede entrar en celo de forma rapida, practicamente en cualquier época del afio.

La oveja Churra presenta una gran precocidad sexual. En general suele cubrirse por
primera vez entre los 10 y los 14 meses de vida, si bien algunas cubriciones pueden
producirse a partir de los cinco meses. Algunos rebafios mantienen un sistema de
explotacion que tiende a producir tres partos cada dos afios (Figura 7). Las parideras se
concentran en tres periodos: noviembre-diciembre (31% del total), febrero-marzo
(27%) y julio (10%) (De la Fuente et al., 1996). El destete se produce entre los 25 y los
30 dias después del parto, para sacrificar el cordero en forma de lechazo cuando alcanza
un peso aproximado de 10-11 kg. Los animales destinados a la reposicion, en torno al
15-20%, continian mamando hasta los 2-3 meses de vida en los que pasan a un sistema
de media leche (De la Fuente et al., 1996). A pesar de todos estos datos anteriores, es
preciso hacer constar que existe variabilidad en cuanto a los fenotipos, en cuanto a los

sistemas de explotacion e incluso respecto a la aptitud productiva.

Algunos rebafios lecheros, con la intencion de incrementar su nivel productivo, han
realizado cruzamientos con razas foraneas, como Frisona, Sarda, Awassi y en la
actualidad con la Assaf. Este proceso de cruzamiento, que en muchas ocasiones termina
con la absorcion de la raza autdctona por la raza foranea, ha producido un importante
descenso del efectivo de ovejas de raza Churra. Por otra parte, los rebafios destinados
unicamente a la produccion de carne, utilizan sementales mejorantes procedentes del
programa de seleccion, colocandose en situacion de perder rusticidad. Ante esta
situacion, la raza se coloca en una posicion de descenso continuado del censo y por lo
tanto en peligro, y eso a pesar de que el numero total de cabezas supera actualmente el
milléon (San Primitivo y De la Fuente, 2001). Asi, esta raza est4 incluida actualmente

entre las de fomento en al Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espana.

8.2. CASTELLANA

La raza Castellana se define como eumétrica, mesolinea y de perfil recto o subconvexo,
variando segin el area de explotacion. La apariencia de los animales es fuerte y
armoniosa, presentando en la etapa adulta un peso medio de 70-85 kg los machos y de

50-65 kg las hembras. La antigua raza Castellana era de color negro (Figura 8) hasta que
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a partir de los afios 40 del siglo XX se hizo patente la conveniencia de mejorar las
cualidades textiles de la lana y cambiar la coloracion del vellon, ya que esta raza ha sido
clasicamente considerada de triple aptitud: carne, leche y lana. Mediante la seleccion se
fue consiguiendo el predominio de los animales de color blanco, aunque hoy en dia atin
existen algunos ejemplares de color negro. En cualquier caso tienen lana entrefina,
densa y cerrada, que se abre en mechas rectangulares tipicas (Figura 9). Al igual que la
raza Churra, esta es una raza rastica autoctona de Castilla y Leon que ocupa
principalmente las provincias de Zamora (de donde se cree que procede), Salamanca y
Valladolid, aunque también esta distribuida por otras provincias como Avila, Segovia,

Ledn y Céceres.

Figura 8. Oveja de raza Castellana, variedad negra. Fuente: Servicio Agrario de Caja Duero
(2010).

Segun la Asociacion Espafiola de Criadores de Ganado Ovino Selecto de Raza
Castellana (ANCA), que se encarga del fomento y mejora de esta raza asi como del
control de su Libro Genealdgico, en la actualidad existen entre 800.000 y 900.000
animales en Castilla y Leon, de los que solamente 200.000 son puros. El ultimo censo
oficial, que corresponde al afio 1.982, estimaba en 1.650.000 el nimero de cabezas de
raza pura, lo que significa que en pocos afios ha desaparecido el 88% de sus efectivos
(Sanchez Belda y Sanchez Trujillano, 1979; Gonzélez et al., 2001). Asi, la variedad
blanca de la raza Castellana estd incluida como raza autoctona de fomento en el
Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espaiia, mientras que la variedad negra aparece

en el grupo de proteccion especial, ya que su censo estd por debajo de las 5.000 cabezas.
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La causa de este descenso ha sido la misma que en el caso de la raza Churra, es decir, el
desarrollo de una ganaderia mds intensiva, especialmente en el caso de la produccion
lactea. Como respuesta a esta evolucion unas explotaciones optaron por el abandono de
la actividad y otras por la intensificacion de la produccion, mediante la estabulacion y el
abandono del pastoreo. En este ultimo caso se optd ademés por un sistema de
cruzamientos continuados con razas extranjeras mas productivas, como Awassi en los

anos 1970-80 y Assaf en los afios 1980-90 (Gonzélez et al., 2001).

Figura 9. Oveja y cordero de raza Castellana, variedad blanca.

Actualmente la raza Castellana tiene doble aptitud productiva leche-carne. Con respecto
a la aptitud lactea, las ovejas tienen una produccion aproximada de 129 litros a lo largo
de 143 dias, con un contenido medio de 6,6% de grasa, 5,6% de proteina y 17,92% de
ES. Esta leche se destina principalmente a la elaboracion de queso, siendo junto con la
raza Churra las dos razas con las que se elabora el queso Castellano, asi como el queso
Zamorano, protegido por Denominacion de Origen. Con respecto a la produccion de
carne, el tipo comercial carnicero es el cordero lechal o lechazo, que al igual que en la
raza Churra, goza de la figura de calidad “I.G.P. Lechazo de Castilla y Le6n”. La mayor
concentracion de animales dedicados a este fin y que gozan de mayor pureza, se
encuentra en las regiones de Aliste y Tierra de Alba en la provincia de Zamora, en un
nimero de entre 80.000 y 90.000 cabezas. Esto es debido a que la dureza del clima y el
terreno han ido eliminando cualquier intento de mestizaje, de modo que solamente ha
persistido la raza Castellana debido a su rusticidad y adaptacion al medio (Gonzalez et

al., 2001).
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Los animales de esta raza estdn sometidos a un régimen de pastoreo diario
aprovechando pastos propios y sobre todo comunales, con utilizacion de sistemas semi-
extensivos, aunque con mayor grado de intensificacion en rebafios lecheros segin se
trate de lotes de ordefio o de ovejas secas. No hay rebafios de manejo intensivo, ya que
la raza, de por si rustica y andariega, no soporta encierros continuados, haciendo un
gran aprovechamiento de pastos, incluso de los mas pobres. Hay algunas explotaciones
con un sistema de manejo muy tradicional y escasa tecnificacion, y otras modernas,
tecnificadas y con un control y seguimiento sistematico de la productividad del ganado

(Yanes, 2008).

8.3. ASSAF

La raza Assaf se importd a Espaiia en el afio 1977, procedente de Israel, donde fue
obtenida por cruzamiento de dos razas de elevada produccion lactea: Awassi y

Milchschaf, conteniendo en su patrimonio genético 5/8 de Awassi y 3/8 de Milchschaf.

La raza Milchschaf o Frisona del Este es originariamente de Alemania y Holanda. Se
trata de animales grandes de 70 a 100 kilos. Las ovejas estdn especializadas en
produccion lactea con una media de 600 a 800 litros y un 5,5-6,5% de grasa, de modo
que la influencia mejorante de esta raza sobre la produccion de leche es muy acusada,
pero tiene la inconveniencia de la fragilidad genética. Es una raza muy prolifica, con

una cantidad de entre 200 y 300 corderos por cada 100 partos.

La raza Awassi es originaria de Israel, perteneciente a las ovejas de cola grasa
originarias de Asia y presentes en zonas desérticas, por lo que se caracteriza por ser una
raza rUstica, sobria, bien adaptada al calor y al clima seco. La produccion lechera media
es de 400-500 litros en 150 dias (2,5 a 4,5 litros por oveja y dia), aunque en rebafos

selectos puede estar entre 600 y 800 litros.
Los principales fines que motivaron este cruce fueron la mejora del porcentaje de
mellizos, el aumento de la precocidad y fecundidad de las primalas y el cambio de la

cola gruesa por otra mas delgada.

En la raza Assaf los machos suelen pesar unos 80-100 kilos y las hembras en torno a 60-

70 kilos. Son animales con biotipo lechero, de perfil subconvexo, longilineos e
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hipermétricos (Figura 10) (Yanes, 2008). En general se pueden sefalar producciones
lacteas de 160 litros en 120 dias, aunque si se refieren a lactaciones controladas se
pueden obtener 285 litros en 145 dias o de 379 litros en 193 dias, con una composicion
media de 5,75% de grasa y 5,1% proteina y 17,8% de ES. Es decir, en general esta raza
produce mayor cantidad de leche que las razas Churra y Castellana, pero con menores
contenidos de grasa y proteina. Por otra parte, aunque estd especializada en la
produccion de leche, se ha alcanzado una especializacion en forma de corderos lechales,

con un peso de canal medio de 6,6 kg.

Este es un ovino indicado para explotaciones intensivas, necesitando mayores
atenciones y cuidados que las razas autdctonas anteriormente comentadas, y un mayor
tiempo de ordefio. Esto es debido a que la raza Assaf estd peor adaptada al medio, es
menos rustica, suele llegar al ordefio con las ubres mas cargadas y ademds en algunos
casos la conformacion de éstas da ciertos problemas en el proceso (Ugarte et al., 2001).
Estos factores no han sido considerados adecuadamente por los ganaderos, de manera
que normalmente se observa una mayor incidencia de la mamitis (Gonzélez-Rodriguez
et al.,, 1995). Por los mismos motivos, también es mas sensible a otras enfermedades

como la ureolitiasis o calculos urinarios y la intoxicacidon por cobre.

Figura 10. Oveja de raza Assaf.

El hecho de que el sistema de explotacion mayoritario sea el intensivo, no implica que
no haya algln tipo de pastoreo. De hecho esta raza es la mas introducida en los rebafios

lecheros mediante cruzamiento con ovejas de razas Churra y Castellana. Sin embargo, la
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superioridad productiva de la raza Assaf no es compatible con el mantenimiento de
sistemas ganaderos tradicionales bajo condiciones extensivas. Como se acaba de
mencionar, con frecuencia este aspecto no es considerado por los ganaderos, que han
intentado manejar esta raza de la misma forma que las autoctonas. Generalmente estos
intentos no han tenido éxito y los cruces con las razas autoctonas se han incrementado,
resultando imprevisible el control genético de los reproductores obtenidos (Ugarte et al.,

2001).

En la actualidad la raza Assaf se distribuye por muchos puntos de la geografia espafiola,
como Madrid, Castilla-La Mancha, Navarra, Extremadura y Andalucia, estando muy
presente en toda Castilla y Leon, region que presenta el mayor censo de Espafia para
esta raza (Yanes, 2008). En esta Comunidad Auténoma se censaron en el afio 2006,
1.770.644 animales, destacando las provincias de Zamora y Valladolid con 476.387 y
411.580 cabezas respectivamente (Junta de Castilla y Leon, 2009).

Se estima que el 20% de las ovejas de Castilla y Ledén son de raza Assaf, pero
representan el 49% de las ovejas lecheras (Martinez et al., 1999). Asi, esta raza ha
desplazado a las autdctonas Churra y Castellana, que pasaron de una poblacion de 1,5 y
1,4 millones en 1980 a 750.000 y 250.000 en 1998 respectivamente, suponiendo el 17%
y el 5,7% de las ovejas (Ugarte et al., 2001).

La introduccion de razas extranjeras, como la Assaf, provoca, como ya se ha
mencionado, una reduccion del nimero de animales de las razas autoctonas, debido a la
sustitucion, y una pérdida de su rusticidad como consecuencia del cruzamiento. Estos
hechos y, en definitiva, la intensificacion de los sistemas ganaderos, apenas permite el
aprovechamiento de los recursos naturales. De este modo, la erosion del terreno se hace
mas comun y la vegetacion es modificada, incrementandose la presencia de cubiertas de
arbustos y plantas lefiosas, y con ello el riesgo de fuegos durante el verano (Ugarte et
al., 2001). Ademas existe un papel econémico y social de la produccion ovina basado en
las razas locales. Los sistemas pastoriles tradicionales permiten el mantenimiento de la
poblacion humana y de la actividad econdmica en zonas que estan normalmente
clasificadas como menos favorecidas (Ugarte et al., 2001). En definitiva, es necesario
resaltar la necesidad de evolucionar que presenta cualquier poblacion, pero el ganado

que se explota en régimen extensivo, aprovechando los recursos naturales y
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favoreciendo el medio ambiente, deberia ser conservado y no perder rusticidad (San

Primitivo y De la Fuente, 2001).

8.4. EFECTO DE LA RAZA SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE LA LECHE
Y EL QUESO

La raza es uno de los factores que mas influye sobre la composicion fisico quimica de la
leche (Sakul y Boylan, 1992; Barron et al., 2001; Paccard y Lagriffoul, 2006a,b;
Raynal-Ljutovac et al., 2008), y por consiguiente, sobre la composicion fisico-quimica

del queso elaborado a partir de la misma.

La mayoria de las investigaciones existentes hasta la fecha sobre razas ovinas espanolas
se han centrado unicamente en aspectos cuantitativos (cantidad de litros producidos) y
cuantitativos (concentracion de grasa y proteina), dejando a un lado las propiedades
tecnologicas (Jaramillo et al., 2008). Asi, se sabe que en ovejas, al igual que en otros
rumiantes de produccion lechera, las correlaciones genéticas y fenotipicas entre la
concentracion de grasa y proteina de la leche y el rendimiento lechero son negativas.
Esto quiere decir que las razas que producen una mayor cantidad de leche lo hacen con
menores porcentajes de proteinas y grasa y viceversa, de manera que los factores
genéticos son mucho mas fuertes que los factores ambientales (Emery, 1988). Asi,
como muestran algunas investigaciones sobre las razas que se estudian en este trabajo,
la raza Assaf produce mayor cantidad de leche que las razas Castellana y Churra, pero

con menores concentraciones de grasa y proteinas (Tabla 4) (Palacios, 2008).

La influencia de la raza se ha observado también en otros aspectos como la composicion
de la grasa, algo que se podria explicar por diferencias en la fermentacion ruminal de los
alimentos ingeridos por la oveja (Ranilla et al., 2000). De hecho, Givens y Moss (1994)
observaron que la raza de oveja puede influir sobre la digestibilidad. Asi, varios autores
han encontrado diferencias entre la composicion grasa de la leche de distintas razas de
ovejas, entre las que se incluyen las tres que aqui se estudian y también otras razas
mediterraneas (Duranti y Casoli, 1988; Signorelli, et al., 2008; Luruefia-Martinez et al.,

2010).

Con respecto a la composicion de la fraccion proteica, Rodriguez-Nogales et al. (2007)

encontraron diferencias significativas entre las razas Castellana, Churra y Assaf. Asi, las
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razas autdctonas Castellana y Churra presentaron mayor concentracion de proteina total,
mientras que la raza Assaf presentd mayores concentraciones de las proteinas del suero

a-lactoalbumina y B-lactoglobulina.

Como se ha mencionado con anterioridad, la raza es uno de los factores que puede
influir sobre el RCS. Asi, en el caso de las tres razas que aqui se estudian, algunos
autores encontraron mayores RCS en la raza Assaf que en las razas Churra y Castellana
(Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; Gonzalo et al., 2002, 2005). Esto podria deberse a
que la mayor rusticidad de estas razas autoctonas las hace mas resistentes, o bien a que
las razas mas productivas tienen mayor incidencia de infecciones intramamarias (Dario

y Bufano, 1991).
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1. Objetivos

Como se ha mencionado en la introduccion de este trabajo, numerosas investigaciones
han mostrado que el recuento de células somaticas es un factor que influye de forma
significativa sobre muchas caracteristicas de la leche y del queso elaborado a partir de
ella. Sin embargo, dichas investigaciones se han centrado principalmente en la leche y
el queso de vaca, y mas concretamente en el estudio de los enzimas proteoliticos, los
fendmenos de proteolisis y sus consecuencias, de manera que a dia de hoy existen pocos
trabajos sobre la influencia de los RCS en leche y queso de oveja, y sobre su relacion

con los fendmenos de lipolisis.

Por otra parte, la raza es un factor que influye de forma significativa en la composicion
fisico-quimica y microbiologica de la leche y por lo tanto sobre las caracteristicas del

queso elaborado a partir de ella.

Por todo ello, el objetivo general del presente trabajo es estudiar la influencia del
recuento de células somaticas y la influencia de la raza sobre algunas de las
caracteristicas del queso de oveja, con especial atencion a los fendémenos relacionados
con la fraccién grasa y la lipdlisis. Para ello se estudiardn en primer lugar, algunas
caracteristicas tanto de la leche de partida. En segundo lugar se estudiaran algunas de
las caracteristicas del queso elaborado a partir de ella, en diferentes etapas de la

maduracion.

El estudio pretende cefiirse a la realidad del ganadero y del elaborador de queso,
centrandose en el caso concreto de la provincia de Zamora, por lo que se estudiard la
influencia de recuentos de células somadticas que se encuentran en la leche de forma
habitual, asi como la influencia de cada una de las tres razas mayoritarias en esta

provincia: Churra, Castellana y Assaf.
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1. MUESTRAS
1.1. LECHE DE LA PROVINCIA DE ZAMORA

Se recogieron los datos correspondientes al analisis de la leche de 10.734 ovejas de las
razas Churra (N=1.428), Castellana (N=1.017) y Assaf (N=8.289) de la provincia de
Zamora a lo largo de un afio, pertenecientes todas ellas a ganaderos de la Cooperativa
Asovino. Esto se hizo con el objeto de comparar los datos fisico-quimicos obtenidos
para la leche analizada en este trabajo con los valores que habitualmente se obtienen en
la zona, y también para tener un marco de referencia y asi poder establecer grupos de

RCS.

1.2. LECHE OBJETO DE ESTUDIO

La parte experimental de la investigacion se desarrollo a lo largo de dos campanas, entre
2006 y 2008, en cada una de las cuales se recogi6 leche de distintas razas de oveja, con
diferentes recuentos de células somaticas (RCS), para la elaboracion de los quesos

objeto de estudio, los cuales se maduraron durante un afio.

1.2.1. Animales y manejo

Se tomaron muestras de leche de tres razas de oveja: Churra y Castellana (autoctonas) y
Assaf (foranea). Los animales de las razas Castellana y Churra eran puros, mientras que
los de raza Assaf estaban cruzados con raza Churra (F,), ya que en la actualidad existen
muy pocos animales puros de raza Assaf. Todos los animales procedian de
explotaciones situadas en diferentes localidades de la provincia de Zamora,
pertenecientes todas ellas a la Cooperativa Asovino. Se eligieron explotaciones que
dispusieran de ovejas con las caracteristicas que se pretendian estudiar, es decir, que
fueran de una de las tres razas mencionadas anteriormente y que la media geométrica de
su contenido en células somaticas estuviera dentro de los rangos definidos para este
estudio (Tabla 7). También se tuvo en cuenta que las ovejas estuvieran en el mismo

periodo de lactacion.

Los animales pertenecientes a las razas Castellana y Churra fueron criados con un
sistema de manejo semiextensivo, de manera que la mayor parte del afio pastaron en el
campo durante el dia, siempre que hubiera recursos y la climatologia no fuera adversa.

Durante la noche y también en situaciones especiales, como las épocas de parto y
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lactacion, permanecieron en establos. Los animales de raza Assaf, mas sensibles que los
de las razas autdctonas, fueron criados bajo un sistema semiintensivo, de modo que
permanecieron la mayor parte del tiempo en establos. De cualquier modo, tanto los
animales de raza Assaf, como los de razas Churra y Castellana permanecieron en

establos durante el periodo de lactacion, que fue durante el que se realizo este estudio.

Las ovejas fueron alimentadas ad [libitum con pastos y forrajes y se les suministraron
concentrados (compuestos por pulpa de remolacha, alfalfa, cebada, maiz, soja y
algodén) en situaciones de mayores necesidades de energia y/o nutrientes,

principalmente durante el parto y la lactacion.

El sistema reproductivo de las hembras se planifico con la intencién de obtener tres
partos cada dos afios en la mayor cantidad de animales, es decir, uno cada ocho meses,
repartidos de la siguiente forma: de 4 a 6 meses de lactacion; en los cuales en el tercero
se produce la cubricién durante 30 a 45 dias; dos meses antes de parir se seca a las

ovejas y un mes antes se les somete a un aumento nutritivo como preparacion al parto.

Una vez finalizado el periodo de cria del cordero, comenz6 a realizarse el ordefo, que
se hizo de forma mecanica dos veces al dia: una por la mafiana y otra por la tarde,

siguiendo una rutina de ordefio metddica e higiénica.

1.2.2. Consideraciones legales y sanitarias

La legislacion actualmente vigente (Real Decreto 640/2006, por el que se regulan
determinadas condiciones de aplicacion de las disposiciones comunitarias en materia de
higiene, y de la produccion y comercializacion de los productos alimenticios), dice
textualmente en el apartado 2 del articulo 5: “Se autoriza la utilizacion de leche cruda
que no cumpla los criterios establecidos en la seccion IX del anexo Il del Reglamento
(CE) n.° 853/2004 en lo que se refiere a las colonias de gérmenes y al contenido de
células somaticas, para la elaboracion de quesos con un ciclo de maduracion de 60
dias como minimo y productos lacteos obtenidos en relacion con la fabricacion de
dichos quesos.” En el mencionado anexo III del Reglamento 853/2004 unicamente se
establece un limite maximo de células somaticas para la leche cruda de vaca, y en
ningun caso para leche de oveja. Por otra parte, se establecen limites maximos de

colonias de gérmenes por mililitro (a 30 °C), que son de 1,5:10° en el caso de leche de

108



11I. Materiales y Métodos

oveja cruda y de 0,5-10° en caso de que la leche cruda se destine a la elaboracion de

productos no tratados térmicamente.

Con respecto al contenido en células somaticas, varios estudios han mostrado que los
quesos elaborados con leche de elevados RCS no presentan necesariamente riesgos
higiénicos. Este es el caso del estudio realizado por Albenzio et al. (2001), quienes no
encontraron riesgos sanitarios en queso Canestrato Pugliese con 950.000 células

somaticas/mililitro a los 63 dias de maduracion.

En cuanto a los gérmenes, hay que tener en cuenta que debido a los procesos de salado y
maduracion, el queso adquiere unas caracteristicas (principalmente baja actividad de
agua) que impiden la proliferaciéon de microorganismos patogenos al cabo de cierto
nimero de dias de maduracion. Esto fue demostrado por Pirisi et al. (2008), quienes no
encontraron resto alguno de patéogenos en queso de oveja elaborado con leche cruda
(Pecorino Romano) al cabo de 90 dias de maduracion, tras inocular el queso fresco con
las siguientes bacterias patogenas: Salmonella spp., Listeria monocytogenes,

Staphylococcus coagulasa +y Escherichia coli O157:H7.

La leche recogida para la realizacion de este estudio estuvo en todos los casos por
debajo de los limites maximos de gérmenes establecidos por la legislacion. En cuanto a
los quesos utilizados en los andlisis sensoriales, todos tenian al menos 180 dias (6

meses) de maduracion.

1.2.3. Recuento de células somaticas (RCS)

Los analisis de RCS fueron realizados por la Estaciéon Tecnologica de la Leche
(Palencia), perteneciente al Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Leén. Se

llevaron a cabo mediante un equipo Fossomatic (Foss Analytical, Hillered, Dinamarca).

Los rangos de RCS definidos para este estudio fueron establecidos siguiendo las
recomendaciones del servicio veterinario del Consorcio de Promocion del Ovino
(Zamora) y de los veterinarios de la Cooperativa Asovino, de acuerdo con los datos
recogidos en la provincia de Zamora a lo largo de varios afios. También se tuvieron en
cuenta las indicaciones de algunos trabajos previos que encontraron diferencias

significativas entre estos grupos en cuanto a la calidad y las propiedades tecnoldgicas de
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la leche (Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; Gonzalo et al., 2000; Pirisi et al., 2000;
Vivar-Quintana et al., 2000).

Los grupos de RCS que se establecieron finalmente fueron:
- RCS bajo: menos de 500.000 células/mililitro de leche
- RCS medio: entre 1.000.000 y 1.500.000 células/mililitro de leche
- RCS alto: mas de 2.000.000 células/mililitro de leche

A la hora de establecer los grupos de RCS se tuvieron en cuenta los datos recogidos
para cada rebafio a lo largo de todo el afio (ver Apartado IIl.1.1.1.) y no valores
puntuales porque, como ya se ha mencionado, estos son muy variables (Raynal-

Ljutovac et al., 2007).

Por otra parte, en el caso de la raza Castellana no se encontraron rebafios que
presentaran RCS superiores a dos millones de células por mililitro de leche. Esto es
debido a que esta raza es mas resistente a la mamitis que las razas Churra y Assaf

(Dario y Bufano, 1991; Gonzalo et al., 2005).

1.2.4. Toma de muestras

Se recogieron muestras de leche para la elaboracion de queso en dos afos diferentes:
noviembre de 2006 (afo 1) y noviembre de 2007 (afio 2). En cada una de estas
ocasiones, se tomaron ocho muestras de leche (40 litros cada una) por duplicado
(dieciséis en total) en ocho explotaciones pertenecientes a ganaderos miembros de la
Cooperativa Asovino, situadas todas ellas en diferentes localidades de la provincia de
Zamora. La leche procedia de tres razas distintas: Churra y Castellana (autdctonas) y
Assaf (foranea) y contenia tres diferentes niveles de RCS, a excepcion de la de raza

Castellana, para la que no se encontraron animales que produjeran leche con RCS altos

(Tabla 7).

Cada muestra de leche se recogié de los tanques de frio de las explotaciones, en
cantaros de cuarenta litros. Esto se hizo por duplicado en dias alternos y dentro de la
misma semana, coincidiendo con el periodo medio de la lactacion. Posteriormente se
llevo a los laboratorios de Tecnologia de los Alimentos de la Escuela Politécnica

Superior de Zamora (Universidad de Salamanca) para proceder a la elaboracion del
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queso. En todo momento la leche se mantuvo a temperatura de refrigeracion,
(aproximadamente 4 °C) desde su recogida hasta el comienzo de la elaboracion, que se
hizo en el mismo dia. De cada muestra recogida, se tomd un litro para proceder a su

posterior andlisis fisico-quimico.

Tabla 7. Muestras de leche recogidas para la elaboracion de este trabajo, en noviembre de 2006
(2 x 40 litros) y noviembre de 2007 (2 x 40 litros).

Raza (g'eﬁsa);}lfl) Madres Localidad
Churra <500 700 Almeida
Churra 1.000-1.500 550 Moral de Sayago
Churra >2.000 330 Palazuelo de Sayago

Castellana <500 360 Carbellino
Castellana 1.000-1.500 580 La Tuda

Assaf <500 330 Torres del Carrizal
Assaf 1.000-1.500 455 Cuelgamures
Assaf >2.000 385 Torregamones

La toma de muestras del tanque de leche es mas realista desde el punto de vista
industrial y ademaés, trabajos anteriores mostraron que los cambios en la composicion
quimica debida a diferentes niveles de RCS son similares a los encontrados cuando la
toma de muestras de la leche se hace de forma individual y luego se mezcla para obtener
leche con los mismos niveles de RCS (Pirisi et al. 2000; Jaeggi et al, 2003; Vivar-
Quintana et al., 2006).

1.3. QUESO

Se elaboraron ocho lotes de queso por duplicado, es decir, uno por cada muestra de
leche recogida, con un tamafio aproximado de 12 cm de diametro y 8 cm de altura y un
peso en fresco de aproximadamente 0,75 kg. Para dicha elaboracion, se siguieron las
pautas que se indican en el Reglamento de la Denominacion de Origen Queso
Zamorano, Orden Ministerial de 5 de mayo de 1993 (BOE n° 120, 1993) de acuerdo con

el siguiente esquema:
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Leche cruda
40 litros, 4 °C

v

Filtracion

v

Homogeneizacion
32°C

Premaduracion

30 min., pH 6,5

Coagulacion

v

Corte y agitacion
10-20 min. 36 °C

v

Moldeo y prensado
5 hrs., 1,5 bar

v

Salado
12 hrs.,16 °B

v

Almacenamiento y maduracion
15 °C, 80% H.R.

v

o)

Figura 11. Diagrama de flujo de la elaboracion del queso.

1.3.1. Elaboracion de queso
1.3.1.1. Cuajado

En cuanto la leche llegd al laboratorio se filtr6 con un tamiz fino con el objeto de
eliminar impurezas. Posteriormente se introdujo en una cuba quesera de 50 litros de
capacidad provista de camisa de agua (Leynox S.L., Burgos, Espafia). La cuba se puso
en funcionamiento a una temperatura de 32 °C, 6ptima para el crecimiento del cultivo

iniciador que se anadird mas tarde. Posteriormente se conectaron las aspas agitadoras de
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la cuba a velocidad moderada, con el fin de homogeneizar la leche y calentarla de forma

uniforme (Figura 12).

Figura 12. Agitacion de leche en la cuba quesera

Una vez que la leche alcanzo los 32 °C se anadieron los fermentos lacticos Lactococcus
lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris y L. lactis subsp. lactis bv. diacetylactis
(MA400 Choozit, Danisco, Sassenage, Francia) (16,67 mg/l). Después de 30 minutos de
premaduracion, (pH 6,5-6,6) se adiciond el cuajo, elaborado a partir de cuajares de
ternera, con un porcentaje de quimiosina igual o superior al 90% y con un porcentaje de
pepsina bovina y sal comun igual o menor al 10% (fuerza 1:150.000) (Laboratorios
Arroyo, S.A., Santander, Espafia). Con el objeto de que éste se repartiera
uniformemente, se mantuvo la agitacion durante un minuto, transcurrido el cual se
desmont¢ la pala agitadora. Asi, la leche permaneci6 en reposo para evitar el desuerado

antes del cuajado.

El tiempo de coagulacion oscild entre 30 y 45 minutos y se determind de forma
subjetiva: el momento Optimo de cuajado es aquel en el que al introducir la hoja de un

cuchillo ésta sale limpia. En ese momento se procede al corte de la cuajada.

1.3.1.2. Corte y agitacion

Para el corte se utilizaron dos tipos de liras, verticales y horizontales, usadas en este
orden (Figura 13). Se realiz6 esta operacion hasta que la cuajada present6 el tamafio

aproximado de un grano de arroz (entre 5 y 10 mm).
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Figura 13. Corte de la cuajada con liras verticales (izquierda) y horizontales (derecha).

Una vez cortada la cuajada, se agitd con las aspas de la cuba durante 10-20 minutos, a
una temperatura de 36 °C, para favorecer el proceso de sinéresis, hasta alcanzar la

textura deseada.

1.3.1.3. Moldeo

Finalmente la cuajada se extrajo de la cuba quesera con ayuda de coladores, que
facilitaron la expulsion del suero, y se introdujo en moldes (D.12x8 cm) provistos de

painos de lino (Figura 14).

Figura 14. Llenado de moldes con cuajada ya cortada.
1.3.1.4. Prensado

Después de llenar los moldes con la cuajada, se colocaron en una prensa horizontal
(Leynox, Burgos, Espafia) donde permanecieron un total de 5 horas bajo una presion de
150.000 Pa a 20 °C (Figura 15). Transcurridas las primeras dos horas y media de

prensado, se extrajeron los quesos de sus moldes, se quitaron los pafios de lino que los
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envolvian, y se les dio la vuelta para volver a colocarlos en la prensa las dos horas y
media restantes. Finalmente los quesos fueron pesados para conocer el rendimiento

quesero de la leche.

Figura 15. Prensado de los quesos.

1.3.1.5. Inmersion en salmuera

Transcurridas las cinco horas de prensado, se extrajeron los quesos de los moldes, y se
introdujeron en un tanque de acero inoxidable (de aproximadamente 250 litros) con
salmuera (16° Baumé, elaborada con agua potable y sal comun), donde permanecieron

totalmente sumergidos durante 12 horas a una temperatura de 18 °C (Figura 16).

Figura 16. Quesos en salmuera.

1.3.1.6. Maduracion

Después de permanecer 12 horas sumergidos en la salmuera, los quesos fueron
introducidos en una camara de maduracion (Figura 17). Las condiciones iniciales de

dicha camara fueron de 15 °C de temperatura y una humedad relativa inicial del 80%.
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Estas condiciones se mantuvieron durante los tres primeros meses, transcurridos los
cuales, se fue reduciendo la humedad relativa paulatinamente hasta mantenerla en un
60% hasta el final de la maduracion. Los quesos permanecieron en la cdmara durante un
total de 12 meses, a lo largo de los cuales fueron cepillados y volteados regularmente
con el fin de evitar la proliferacion de mohos indeseables (particularmente durante los
primeros meses) y acaros (durante los tltimos meses). Se tomaron muestras de cada lote

en diferentes meses de maduracion para su posterior analisis.

Figura 17. Camara de maduracion de los quesos.
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2. METODOS
2.1. ANALISIS DE LA LECHE DE LA PROVINCIA DE ZAMORA

Los datos correspondientes a las 10.734 muestras de leche procedente de los rebafios de
la provincia de Zamora se obtuvieron mediante analisis llevados a cabo en la Estacion
Tecnologica de la Leche (Palencia), perteneciente al Instituto Tecnoldgico Agrario de
Castilla y Ledn. En primer lugar se determiné la composicién quimica (grasa, proteinas
y extracto seco) de la leche, realizando una medida automadtica con un equipo
MilkoScan S-50 (Foss Electric, Hillered, Dinamarca), asi como los recuentos de células

somaticas (RCS) mediante un equipo Fossomatic (Foss Electric, Hillered, Dinamarca).

Una vez analizadas las muestras de leche, los veterinarios de la cooperativa Asovino
establecieron tres grupos segun el RCS, basandose en los datos recogidos a lo largo del

afo, para conocer si existian diferencias significativas entre ellos:

* RCS bajos, menos de 500.000 células/ml, N=501;
* RCS medios, entre 1.000.000 y 1.500.000 células/ml, N=291;
e RCS altos, mas de 2.500.000 células/ml, N=64

2.2. ANALISIS DE LA LECHE OBJETO DE ESTUDIO. ANALISIS FiISICO-
QUIMICOS.

2.2.1. Homogeneizacion de la leche

Antes de realizar los andlisis que se describen a continuacion, la leche fue
homogeneizada de la siguiente forma: se calentd hasta 40 °C y después se dejo enfriar

hasta 20 °C, todo ello mientras se agitaba suavemente.

2.2.2. Determinacion de la densidad

Fundamento
La densidad de la leche se determina mediante el lactodensimetro de Quevenne, cuya
graduacion se encuentra comprendida entre el maximo y minimo que suele presentar la

leche.
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Procedimiento

Se vierte un volumen adecuado de leche en una probeta de un tamafio apropiado (100
ml) y se deja reposar unos minutos. Se introduce el lactodensimetro (Gerber
Instruments, Effretikon, Suiza) y se espera a que esté en reposo antes de realizar la
lectura de la densidad. Dicha lectura se realiza directamente. El véstago del

lactodensimetro indica hasta tres cifras decimales.

Expresion de los resultados

La densidad se expresa por referencia a una temperatura de 20°C, por lo que si la lectura
fuera realizada a una temperatura diferente, debe efectuarse una correccion. Por cada
grado por encima de esa temperatura debe aumentarse el valor obtenido en 0,2
milésimas, y por cada grado de temperatura por debajo se debe disminuir el valor

obtenido en 0,2 milésimas.

2.2.3. Determinacion de pH

Fundamento

El método utilizado para medir el pH de la leche fue el potenciométrico, en el que se
emplea un electrodo de vidrio en combinacién con un electrodo de referencia. El
potencial se mide directamente en términos de pH en la escala de un potenciémetro

calibrado previamente.

Procedimiento

Para realizar las determinaciones, se prepara el pH-metro (Crison Basic 20, Crison
Instruments, Barcelona, Espana) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se
calibra con soluciones tampo6n de pH conocido (pH 4 y 7 respectivamente). Se introduce
el electrodo en la muestra de leche (20 °C) y se agita la misma hasta que, al cabo de
unos segundos, la medida del pH-metro se estabiliza y se lee directamente sobre la

pantalla.

2.2.4. Determinacion de acidez (UNE 34.100)

Fundamento
Se entiende por acidez en la leche natural, certificada, higienizada y esterilizada, el

contenido aparente en acido, expresado en gramos de acido lactico por 100 mililitros de
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leche. Se calcula mediante valoracion con hidroxido sodico, utilizando una disolucion

alcohdlica de fenolftaleina como indicador.

Procedimiento
Se toman 9 ml de leche y se hace una valoracién con una disoluciéon de NaOH 0,1N.
Como indicador se emplean 0,5 ml de disolucion alcohdlica de fenolftaleina al 1%. La

valoracion se dara por finalizada cuando aparezca una coloracidn rosa persistente.

Expresion de los resultados
Los resultados se expresan en peso de acido lactico por 100 ml de leche, dividiendo por

10 el nimero de mililitros empleados de la disolucion de NaOH.

2.2.5. Determinacion de lactosa (FIL-IDF 28:1964)

Fundamento

Mediante este método se determina indirectamente el contenido en lactosa
monohidratada, una vez desproteinizada la leche, por valoraciéon de la cantidad de
halégeno producido al final de la reaccién entre la lactosa y el yoduro potasico-
Cloramina T. Después de la desproteinizacion de la muestra (con una disolucion de
acido wolframico), se agrega a una cierta cantidad de filtrado una disolucion de
Cloramina T y una disolucion de yoduro potasico. La cantidad de Cloramina T que no
ha reaccionado se valora mediante la titulacion del yodo liberado con una disolucion de
tiosulfato soédico. La diferencia entre la cantidad de Cloramina T en una prueba en
blanco y la cantidad que queda en la muestra analizada, es equivalente a la cantidad de

lactosa de la muestra.

Procedimiento

Se llevan con una pipeta 10 ml de leche a un matraz aforado de 100 ml. Se afiaden 25
ml de agua, 40 ml de 4cido wolframico y se mezcla suavemente. Se enrasa con agua y
se deja el matraz en reposo durante unos 30 minutos, con el objeto de que se deposite el
precipitado. Se filtra con un filtro seco y se recoge en un matraz seco. Con una pipeta se
toman 10 ml de filtrado y se pone en un matraz Erlenmeyer de 150 ml provisto de tapén
esmerilado. Se afiaden 5 ml de la disolucion de yoduro potasico y exactamente 20 ml de
la disoluciéon de Cloramina T. Se mezcla y posteriormente se tapa el matraz con su

tapon, previamente humedecido con un poco de la disolucion de yoduro potasico. Se
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mantiene en la oscuridad durante una hora y media a 18-20 °C. Transcurrido este
tiempo, se quita el tapoén del matraz, se enjuaga con un poco de agua destilada y se
anaden 5 ml una disolucién de acido clorhidrico 2N. Se afiaden exactamente 10 ml de la
disolucion de tiosulfato sodico. Finalmente se hace una valoracion con una
aproximacion de 0,02 ml con una disolucién de tiosulfato sédico 0,04N. Hacia el final

de la valoracion hay que afadir dos o tres gotas de una disolucion de almidon al 1%.

Es necesario hacer un ensayo en blanco, siguiendo exactamente el procedimiento

descrito, pero empleando 10 ml de agua destilada en lugar del filtrado.

Expresion de los resultados

El célculo de los resultados se obtiene mediante la diferencia entre los valores de
tiosulfato obtenidos para el ensayo en blanco y para el de la leche. Se debe corregir el
valor en funcidn del volumen del precipitado, multiplicando por 0,992. Para expresar la
cifra obtenida en lactosa monohidratada hay que tener en cuenta que un mililitro de

disolucion de tiosulfato 0,04 N corresponde a 0,00720 g de lactosa monohidratada.

Lactosa Monohidratada = (N-N”) x 0,714
Donde:
N son los mililitros de disolucion de tiosulfato sodico 0,04N gastados en ensayo en
blanco

N’ son los mililitros de disolucion de tiosulfato sodico 0,04N gastados para la leche

2.2.6. Determinacion de materia grasa (FIL-IDF 105:1981)

Fundamento

Un volumen determinado de la muestra de leche se introduce en un butirémetro, donde
es tratada con acido sulfurico, que disuelve las proteinas, y con alcohol isoamilico, que
facilita la separacion de la grasa. Mediante centrifugacion, se separa la grasa, de forma
que se aloja en el vastago graduado del butirometro, donde se lee directamente el

contenido en grasa.

Procedimiento
Se vierten por medio de una pipeta 10 ml de 4cido sulfiirico 90-91% (d~1,82 g/cm’) en

un butirometro Gerber del 5% (Gerber Instruments, Effretikon, Suiza) con cuidado para
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no mojar el cuello. A continuaciéon se agregan 11 ml de muestra con cuidado y
lentamente para que no se mezclen. Se afiade 1 ml de alcohol isoamilico y se cierra con
su correspondiente tapon. Se agita el butirometro enérgicamente hasta la total disolucién
de la fase proteica de la leche. Seguidamente se invierte varias veces y se vuelve a
agitar, aunque no demasiado vigorosamente. Después se sumerge totalmente el
butirdémetro en un bafio de agua a 65+2 °C durante 5 minutos en posicion vertical, con el
tapon hacia abajo. Transcurrido este tiempo se ajusta la columna de grasa en el vastago
del butirémetro, moviendo el tapon cuidadosamente, y se introduce en una centrifuga a
1000-1200 r.p.m. (Lacter, Orto-Alresa, Madrid, Espafia) durante 5 minutos. Después de
retirar el butirdbmetro de la centrifuga, se introduce nuevamente en el bafio de agua a
65+2 °C durante 5 minutos, de la misma forma descrita anteriormente. Finalmente, se
saca del bafio de agua y se realiza la lectura de la escala del vastago, de forma que dicha
lectura expresa el contenido en materia grasa de la muestra en porcentaje de volumen,

es decir, gramos de grasa por 100 mililitros de leche.

Observaciones

Es necesario ajustar en todo momento la columna de grasa para que quede dentro de la
escala graduada del vastago del butirometro. Esto se puede hacer ajustando
cuidadosamente el tapon o bien anadiendo acido sulfurico si es que el volumen de
liquidos no es suficiente. Ademas, hay que tener en cuenta que si existen particulas
insolubles en la interfase de los liquidos o si la columna de grasa esta turbia, el resultado

del analisis no sera valido.

2.2.7. Determinacion de proteina total

La determinaciéon de proteina total se llevd a cabo en la Estacion Tecnolédgica de la

Leche (Palencia), perteneciente al Instituto Tecnologico Agrario de Castilla y Leon.

Fundamento

Se realizé una medida automatica mediante MilkoScan S-50 (Foss Electric, Hillerad,
Dinamarca), que es un instrumento basado en tecnologia infrarroja, controlado por un
microprocesador y diseflado especificamente para determinar los componentes

nutritivos de la leche y de la nata.
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2.2.8. Determinacion de extracto seco (FIL-IDF 21:1962)

Fundamento

Para determinar el extracto seco de la leche, ésta se somete a una desecacion a una
determinada temperatura hasta que se obtiene un peso constante. Para ello se utilizan
capsulas metalicas planas, de un metal inoxidable de 2 cm de altura y entre 6 y 8 cm de

diametro y sus correspondientes tapas.

Procedimiento

Para proceder al andlisis, es necesario secar previamente la capsula, que en este caso fue
de niquel, y la tapa, para lo que se introducen en una estufa de desecacion a 102+2 °C
durante 30 minutos. Pasado este tiempo se introducen en un desecador hasta que
alcanzan la temperatura ambiente y se pesan con una bascula analitica (precision 0,0001
g). Posteriormente, se ponen aproximadamente 3 ml de la muestra en la capsula, se pone
la tapa y se pesa el conjunto. Después de esto, se coloca la capsula destapada en un bafio
de agua a 100 °C durante 30 minutos. La cépsula se introduce con la tapa en la estufa de
desecacion a 102+2 °C durante dos horas. La tapa se debe poner a un lado de la capsula.
Transcurridas las dos horas, se cubre la cépsula con la tapa y se introduce en el
desecador hasta que alcanza la temperatura ambiente. Se pesa y posteriormente se
coloca una hora mas en la estufa de desecacion, se deja enfriar en el desecador y se pesa
de nuevo. Este paso se repite hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no

sea mayor de 0,5 miligramos.
Expresion de los resultados
Extracto Seco (%) = (P’ / P) x 100
Donde:

P’ es el peso en gramos de la muestra después de la desecacion

P es el peso en gramos de la muestra antes de la desecacion
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2.3. ANALISIS DE LA LECHE OBJETO DE ESTUDIO. ANALISIS DE ACIDOS
GRASOS TOTALES

Para realizar el andlisis de los 4cidos grasos totales de la leche, es necesario extraer la
grasa y hacer una metilaciéon para posteriormente proceder a su analisis mediante
cromatografia gaseosa. Asi es posible determinar tanto cualitativa como
cuantitativamente los acidos grasos que componen la grasa de la leche. Concretamente
se determinan los ésteres metilicos de dichos acidos. Este procedimiento consta de

varias etapas que se describen a continuacion.

2.3.1. Extraccion de grasa (ISO 14156:2001)

Fundamento
Para la extraccion de la grasa de la leche, se utiliza una disoluciéon amonica y alcohol
etilico para romper la emulsion y la combinacion grasa-proteina y asi favorecer la

extraccion de la grasa por el pentano. Se utiliza sulfato sodico para eliminar el agua.

Procedimiento

Se toman 25 ml de leche y se introducen en un embudo decantador. Se afiaden 20 ml de
etanol (96%), 5 ml de disolucion amonica (14 M) y 25 ml de éter dietilico. Se cierra el
embudo y se agita vigorosamente durante un minuto. Posteriormente se deja reposar. Se
afiaden 25 ml de n-pentano y se mezcla con cuidado. Se deja reposar y se observan dos
fases bien diferenciadas: una acuosa, en el fondo, y otra organica en la parte superior
que contiene la grasa. Se descarta la fase acuosa. Posteriormente se afiaden 25 ml de
sulfato de sodio (10%) y se mezcla con cuidado. Después de dejar reposar, de manera
que se observan de nuevo dos fases. Se descarta la fase acuosa. Se afiaden otros 25 ml
de sulfato de sodio (10%) y se agita vigorosamente durante un minuto. Se deja reposar y
se descarta la fase acuosa. La fase que queda en el embudo se introduce en un matraz
Erlenmeyer, se afiaden entre 1 y 2 gramos de sulfato sodico anhidro y se mezcla.
Después de dejar reposar durante 10 minutos, se filtra el contenido a un matraz esférico
y se separa el disolvente con rotavapor a 50 °C, de forma que lo que queda finalmente es

la grasa de la leche.
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2.3.2. Transesterificacion

Fundamento

La transesterificacion es el proceso mediante el cual se intercambia el grupo alcoxi de
un éster por otro alcohol. Estas reacciones son frecuentemente catalizadas mediante la
adicion de un 4cido o una base, de modo que en este caso se utilizo una base (KOH). En
concreto, se siguid el procedimiento descrito por Murrieta et al. (2003), debido a varias
razones: se utiliza una temperatura muy suave (50 °C) por lo que los acidos grasos no se
deterioran, es uno de los métodos mas rapidos y sencillos de llevar a cabo y ademas es
el mas efectivo para determinar los diferentes isdémeros de acido linoleico conjugado

(CLA).

Procedimiento

Se toman 0,1 ml de la grasa extraida y se introducen en un tubo de centrifuga de 12 ml.
Se aniaden 2 ml de KOH 0,2M en metanol anhidro y se coloca el tubo en un bafio de
agua a 50°C durante 15-30 minutos, agitando cada 5 minutos en un voértex. Transcurrido
ese tiempo, se saca el tubo del bano de agua y se enfria bajo el grifo. Se anaden 3 ml de
agua destilada y 2 ml de hexano y se agita en vortex unos 15 segundos hasta obtener
una mezcla homogénea. Se introduce el tubo en una centrifuga durante 2 minutos a
2500 r.p.m. y unos 20 °C. Finalmente se saca el tubo de la centrifuga y se observan dos
fases, de las cuales la fase superior contiene la fraccion grasa metilada. Se recoge 1 ml
de esta fase superior y se introduce en un vial de vidrio para andlisis cromatografico, de
2 ml de capacidad, en el que previamente se ha puesto una cama de 1 mm de sulfato
sodico. El vial se cierra herméticamente con su tapa correspondiente para proceder al

analisis.

2.3.3. Analisis cromatografico

Fundamento

Se eligio la cromatografia de gases por ser la mas adecuada para el andlisis de acidos
grasos. Esta es una técnica cromatografica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta
en la cabeza de una columna cromatografica. La eluciéon se produce por el flujo de una
fase movil de gas inerte, de modo que los analitos quedan adsorbidos de forma selectiva
en la columna (fase estacionaria). Asi, salen de ella de forma escalonada al aplicar un

gradiente de temperatura, y pasan por un detector que genera una sefial que depende de
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la concentracion y del tipo de compuesto. De esta forma se puede conocer la cantidad e

identidad de los acidos grasos que componen la muestra de grasa.

Procedimiento

El andlisis se llevd a cabo con un cromatdgrafo de gases (GC 6890 N, Agilent
Technologies, USA), dotado de un inyector automatico (7683, Agilent Technologies,
USA) y un detector de ionizacion de llama (FID). Se utilizé una columna capilar de
silice de 100 m % 0,25 mm; 0,20 pum (Supelco, Inc., Bellefonte, PA, USA), segin las
condiciones descritas por Realini et al. (2004), aunque utilizando helio como gas
portador. Se inyectd un microlitro de la muestra en la columna cromatografica con un
split 20:1 y una temperatura del inyector de 250 °C. La temperatura inicial del horno fue
de 150 °C, incrementando 1 °C por minuto hasta alcanzar los 165 °C. Luego se
incrementd 0,20 °C por minuto hasta los 167 °C y 1,50 °C por minuto hasta alcanzar 225
°C, temperatura que se mantuvo durante 15 minutos. La temperatura del FID fue de 250

°C. El gas portador fue helio a una presion de 38,30 psi y un flujo de 23 ml/min.

2.3.4. Identificacion y cuantificacion de acidos grasos

Una vez concluido el analisis cromatografico se identificaron 26 4cidos grasos (Figura
18) comparando su tiempo de retencion en la columna cromatografica con el tiempo de
retencion de sus correspondientes patrones comerciales. Se utilizaron los siguientes
patrones comerciales, todos ellos con una pureza superior a 99,0%, que se eligieron en
funcién de su abundancia y/o su importancia en la leche y el queso (Fox y McSweeney,
2006):

- mezcla de los &cidos grasos mas abundantes (47885-U Supelco, Sigma Aldrich,
Alemania)

- patrones puros de los siguientes acidos grasos (Larodan Fine Chemicals AB, Malmo,
Suecia): C18:2 (10-1802-13), C18:3 (10-1803-9), C20:0 (10-2000-13), C20:4 (10-2024-
1)

- cuatro patrones de CLA (Larodan Fine Chemicals AB, Malmo, Suecia): 9¢, 11t (10-
1823-7), 10t, 12¢ (10-1826-7), 9¢, 11c (10-1824-7), 9t, 11t (10-1825-7

Todos estos acidos grasos, una vez identificados, se cuantificaron expresados como

porcentaje del peso total.
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Figura 18. Cromatograma obtenido tras el analisis de la grasa extraida de la leche. Los niimeros muestran los acidos grasos que se identificaron y
cuantificaron, segiin se muestra en el cuadro siguiente:

¢ AGSC: 1. C4:0 Butirico, 2. C6:0 Caproico, 3. C8:0 Caprilico, 4. C10:0 Caprico, 5. C12:0 Latrico

¢ AGSL: 6. C14:0 Miristico, 8. C16:0 Palmitico, 10. C17:0 Heptadecanoico, 12. C18:0 Estearico, 16. C20:0 Eicosanoico, 23. C22:0 Docosanoico

e AGMLI: 7. C14:1 Miristoleico, 9. C16:1 Palmitoleico, 11. C17:1 Heptadecenoico, 13. C18:1 9t Elaidico, 14. C18:1 Oleico, 17. C20:1 11t Eicosenoico

* AGPI: 15. C18:2 n6c Linoleico, 18. C18:3 Linolénico, 19. C18:2 9c11t CLA, 20. C18:2 10t12c CLA, 21. C18:2 9cl1c CLA, 22. C18:2 9t11t CLA,
24. C20:4 n6 Araquidonico, 25. C20:5 Eicosapentanoico 26. C22:6 n3 Docosahexanoico
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2.4. ANALISIS DE QUESO. ANALISIS FiSICO-QUIMICOS.
2.4.1. Homogeneizacion de la muestra

Antes de efectuar los analisis que se describen a continuacion, las muestras de queso
fueron previamente homogeneizadas. Para ello, se tomo la pieza de queso, se elimino la
corteza y se rall6. La muestra de queso una vez rallada se introdujo en una bolsa de

pléstico de cierre hermético para su analisis inmediato.

2.4.2. Determinacion de pH

Fundamento
Al igual que en el caso de la leche se empled el método potenciométrico (Apartado

111.2.2.2.3.).

Procedimiento

Para realizar las determinaciones, se prepara el pH-metro (Crison Basic 20, Crison
Instruments, Barcelona, Espafia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se
calibra con soluciones tampén de pH conocido (pH 4 y 7 respectivamente). Una vez
calibrado, se toman 10 gramos de muestra y se dispersan en 50 mililitros de agua
destilada. Se agita durante al menos 30 segundos y, con ayuda de una espatula, se
elimina la materia grasa separada en la superficie. Se introduce el electrodo del pH-
metro mientras se agita la preparacion. La medida se obtiene directamente en la pantalla

del pH-metro.

2.4.3. Determinacion de lactosa (FIL-IDF 43:1967)

Fundamento

Se prepara un filtrado claro del queso por dispersion de la muestra en agua y defecacion
por ferrocianuro de zinc. A una parte del filtrado se le afiade una disolucion que
contiene un complejo cuprico. Se determina gravimétricamente el precipitado de cobre I
oxido, formado por la accion reductora de la lactosa y los resultados obtenidos se
convierten, con la ayuda de tablas, en lactosa anhidra o hidratada. La precision del

método es de 0,15 g de lactosa anhidra por 100 g de producto.
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Procedimiento

En primer lugar, se lava un embudo Biischner, provisto de papel de filtro, y varias
perlas de vidrio, con acido nitrico diluido (15-20%). A continuacion se enjuaga todo con
agua destilada caliente (60-70 °C) y después con 10 mililitros de alcohol etilico (96 %).
Finalmente, se seca todo ello en una estufa a 10342 °C durante 30 minutos, se enfria en

un desecador y se pesa el papel de filtro.

Se colocan aproximadamente 10 gramos de queso previamente rallado, pesados
exactamente, en un mortero de porcelana. Se dispersa la muestra machacandola con la
mano del mortero, afladiendo pequefias cantidades de agua destilada caliente (60-70 °C).
Se trasvasa el contenido del mortero a un matraz aforado de 500 mililitros y se diluye en
400 mililitros de agua destilada, aproximadamente. Posteriormente se afiaden 5
mililitros de una disolucién de sulfato de zinc 7-hidrato (30 %), mezclando suavemente
por rotacion del matraz alrededor de su eje, manteniéndolo inclinado. Se afaden del
mismo modo 5 mililitros de una disolucion de ferrocianuro de potasio 3-hidrato (15 %).
Se enfria el contenido del matraz a 20 °C y se enrasa con agua destilada. Se cierra el
matraz con un tapon seco y se mezcla intimamente su contenido agitando

enérgicamente. Se filtra con un filtro seco desechando los primeros mililitros.

Se toman 25 mililitros de una disolucién de sulfato de cobre II 5-hidrato (7%) y 25
mililitros de una disolucidon de tartrato alcalino (preparada disolviendo 350 gramos de
tartrato sodico potasico 4-hidrato y 100 gramos de hidroxido de sodio 97% en agua
destilada, completando hasta 1000 mililitros), con sendas pipetas, y se lleva a un vaso
de precipitados de 400 mililitros. Se mezcla por movimientos de rotacion. Se calienta la
muestra hasta ebullicion (con las perlas de vidrio para asegurar una ebullicion mas
regular y evitar las proyecciones de liquido), momento en el que se afiaden 150-160
mililitros del filtrado de la muestra. Se cubre el vaso con un vidrio de reloj y se calienta
de nuevo. Se detiene el calentamiento exactamente 6 minutos después de alcanzar

nuevamente el punto de ebullicion.

Se enjuaga el vidrio de reloj con un poco de agua destilada caliente encima del vaso. Se
trasvasa todo el contenido del vaso al embudo Biischner, con papel filtrante (que
anteriormente se habia pesado una vez desecado). Esto se puede hacer con ayuda de

chorros de agua destilada caliente y una varilla de vidrio. El filtrado debe ser de color
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azul. Si es incoloro, es necesario repetir el analisis utilizando una cantidad mas pequeiia

del filtrado diluida en 100 mililitros.

Se enjuaga cuidadosamente el embudo y el papel filtrante con agua destilada caliente y
después con 10 mililitros de alcohol etilico (96 %). Se seca el embudo junto con el

papel durante 30 minutos a 10342 °C. Se enfria en un desecador y se pesa el papel.

Es necesario realizar un ensayo en blanco, que se efectia de la misma forma pero

utilizando 10 mililitros de agua destilada en lugar de 10 gramos de queso.

Expresion de los resultados

Para expresar los resultados, se corrige la masa de cobre I 6xido encontrado en el
analisis de la muestra restandole el resultado del ensayo en blanco. Se busca en tablas la
cantidad de lactosa anhidra o hidratada correspondiente a la masa corregida de cobre I

oxido.

Lactosa anhidra o hidratada (%) = (50000 x A/ Vx E)x 0,99 =(500x A/ V x E) x 99

Donde:

A: es la masa en gramos de lactosa anhidra o hidratada encontrada en las tablas
correspondientes (Panreac Quimica S.A., 1999)

E: es la masa en gramos de la muestra de ensayo

V: es el volumen en mililitros del filtrado utilizado

0,99 es un factor de correccidon para compensar el error de volumen que resulta de la

presencia de materia grasa y proteinas en la muestra

2.4.4. Determinacion de materia grasa (FIL-IDF 5A: 1969)

La determinacion de la materia grasa del queso puede hacerse de forma rapida mediante
un método acidobutirométrico, con butirometro de Van Gulik. El inconveniente que
presenta este método es que el butirdmetro estd graduado de 0 a 40%, por lo que si el
queso contiene una proporcion de grasa mayor, no se puede emplear para el analisis. Por
ello se eligi6 el método gravimétrico de Schmid-Bondzynski-Ratzlaff, que se describe a

continuacion.
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Fundamento

El contenido en grasa se determina gravimétricamente por digestion del queso
utilizando acido clorhidrico y subsiguiente extraccion de la grasa de una disolucion
acido alcoholica con ayuda de éter dietilico y éter de petrdleo, evaporacion de los

disolventes y pesado de los residuos.

Procedimiento

Al tiempo que se determina el contenido en grasa de la muestra, es necesario efectuar
una determinacion en blanco con 10 ml de agua destilada, empleando el mismo tipo de
aparato de extraccion, los mismos reactivos en las mismas cantidades y el mismo
procedimiento que se describe a continuacion. Si el resultado del ensayo en blanco
excede de 0,5 miligramos, deberan comprobarse los reactivos y aquellos que sean

impuros deberan purificarse o sustituirse.

En primer lugar, hay que secar un matraz esférico de fondo plano, de 250 ml en estufa
(102 °C) entre media y una hora. Se deja enfriar en un desecador y se pesa en una
balanza analitica. Por otra parte, se pesan exactamente de 1 a 3 gramos de queso y se
introducen en el matraz. Se afiaden 10 ml de 4cido clorhidrico (25%) y se pone el
matraz en un bafio de agua hirviendo. Se agita hasta que el queso esté completamente
diluido y a partir de entonces, se deja el matraz en reposo en el bafio de agua durante 20

minutos. Transcurrido este tiempo, se enfria el matraz.

El contenido del matraz esférico se introduce en un matraz de extraccion y se enjuaga el
primero sucesivamente con 10 ml de etanol y 25 ml de éter dietilico, que se vierten en el
matraz de extraccion uno por uno. Se cierra este ultimo con su tapdn correspondiente y
se agita vigorosamente durante un minuto. Por ultimo se enjuaga el matraz esférico con
25 ml de éter de petrdleo, que se vierte en el matraz de extraccion. Este se vuelve a
cerrar y se agita suavemente, voltedndolo para mezclar su contenido. Se deja el matraz
de extraccion en reposo hasta que se observen dos capas claramente diferenciadas: una
superior, completamente limpida, que contiene los disolventes organicos y la mayor
parte de la grasa y otra inferior acuosa de color oscuro. Se quita el tapon y se enjuaga
con los disolventes, dejando que éstos penetren en el interior del matraz. Se abre la llave
del matraz para permitir que salga la fase acuosa, que se recoge en un vaso de

precipitados. Después de esto se espera unos 5 minutos para que acaben de precipitar
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los restos de la fase acuosa, que se recogen de nuevo en el mismo vaso. Por ultimo, se

recoge la fase orgénica en el matraz esférico en el que se hizo la digestion.

Esta operacion se repite dos veces mas sobre la fase acuosa, aunque solamente con 15
ml de éter dietilico y 15 ml de éter de petrdleo. La fase organica recogida en el matraz
esférico se lleva a un rotavapor (50 °C) para evaporar los disolventes. Posteriormente se
introduce el matraz en una estufa durante una hora (102 °C) y transcurrido este tiempo
se deja enfriar en un desecador. Posteriormente, se pesa en una balanza analitica. La
desecacion se repite de nuevo a intervalos de entre 30 y 60 minutos hasta que se alcanza

un peso constante.

Se anaden de 15 a 25 mililitros de éter de petréleo, con objeto de verificar si la materia
extraida es totalmente soluble. Se calienta ligeramente y se agita el disolvente mediante
un movimiento rotatorio hasta que se haya disuelto toda la grasa. Si la materia extraida
no es totalmente soluble, se extrae totalmente la grasa del matraz mediante lavados
repetidos con éter de petrdleo caliente, dejando que se deposite la materia no disuelta
antes de cada decantacion. Luego se introduce el matraz en estufa durante una hora y se
pesa, segun se describid anteriormente. En el caso de que la materia extraida si sea

completamente soluble, se da por concluido el procedimiento.

Expresion de los resultados

El contenido de grasa en la muestra, expresado en porcentaje de masa es:

% grasa=[(M;-M3) - (B;-By)/S]- 100

Donde:

M, es la masa, en gramos, del matraz con la grasa, al final del analisis

M; es la masa, en gramos, del matraz vacio y seco, antes del analisis

B, es la masa, en gramos, del matraz del ensayo en blanco

B, es la masa en gramos del matraz del ensayo en blanco vacio y seco, antes del andlisis

S es la masa, en gramos, de la muestra
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2.4.5. Determinacion de la acidez de la grasa (FIL-IDF 6A:1969)

Fundamento

La determinacion de la acidez de la grasa da idea del grado de lip6lisis del queso, ya que
este fendmeno libera acidos grasos libres, de manera que la acidez de la grasa aumenta.
El indice de acidez es el numero de miligramos de hidréxido potasico necesarios para

neutralizar los 4acidos grasos libres en un gramo de grasa.

Procedimiento

Se toma una muestra de queso de aproximadamente unos 15-25 gramos, dependiendo
del grado de maduracion ya que se obtendra menor cantidad de grasa en quesos frescos
al tener mas porcentaje de humedad. La muestra de queso se mezcla homogéneamente
con la misma cantidad de sulfato sédico y se coloca todo ello en un cartucho de celulosa
para la extraccion de la grasa. El cartucho se introduce en un extractor Soxhlet, al que se
anade cloroformo. Posteriormente se coloca el conjunto Soxhlet en un bafio de agua,
que se gradua a la temperatura adecuada para la evaporacion del disolvente (unos 65
°C). Después de 4 horas, el matraz del conjunto Soxhlet se retira del bafio de agua y se
introduce en un rotavapor (50 °C) para retirar completamente el disolvente y aislar la
grasa. Una vez obtenida la grasa, se pesan exactamente entre 5 y 10 gramos en un
matraz de 250 ml. Se afiaden 50 ml de una mezcla neutralizada de etanol y éter,
preparada mezclando volimenes iguales de etanol (96%) y éter etilico. Posteriormente
se afiade 0,1 ml de disolucion neutra de fenolftaleina al 1% en alcohol etilico (96%) y se

titula con hidréxido sodico 0,1 N hasta obtener un color rosa palido.

Expresion de los resultados

El indice de acidez es el numero de miligramos de hidréxido potasico necesarios para
neutralizar los &cidos grasos libres en un gramo de grasa. Como cada mililitro de
disolucion alcalina 0,IN equivale a 5,61 mg de hidroxido potasico, los resultados

expresados como indice de acidez se calculan de la siguiente forma:

Indice de acidez (mg KOH/ g grasa) =(V - 5,61) /P
Donde:
V: ml de alcali 0,1N gastados en la valoracion

P: gramos de grasa empleados
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2.4.6. Determinacion de proteina total (FIL-IDF 20:1962)

Fundamento

Se entiende por contenido en proteinas del queso, el contenido en nitrégeno expresado
en porcentaje en peso y multiplicado por el factor de conversion, que se determina por
el método descrito a continuacion. La determinacion del nitrogeno total se realiza por
aplicacion del método Kjeldahl: una determinada cantidad pesada de leche se trata con
acido sulfurico en presencia de 6xido de mercurio (II) como catalizador con objeto de
transformar el nitrogeno de los compuestos organicos en nitrogeno amoniacal. El
amoniaco se libera por adicion de sodio hidréxido, se destila y se recoge a una

disolucion de acido boérico. A continuacion se valora el amoniaco.

Procedimiento

Se introducen sucesivamente en el matraz Kjeldahl algunas perlas de vidrio, alrededor
de 10 gramos de sulfato de potasio, 0,5 gramos de 6xido de mercurio (II) y alrededor de
5 g de queso exactamente pesados, con aproximacion de 1 mg. Se anaden 20 ml de
acido sulftrico (96%) y se mezcla el contenido del matraz. Se calienta cuidadosamente
el matraz Kjeldhal sobre el dispositivo para la reaccion hasta que no se forme espuma y
el contenido se vuelva liquido. Se contintia con la reaccion por calentamiento mas
intenso, hasta que el contenido del matraz esté¢ perfectamente incoloro. Durante el
calentamiento, es necesario agitar de vez en cuando el contenido del matraz. Cuando el
liquido esté perfectamente limpido, se mantiene la ebullicion durante una hora y media,
evitando todo sobrecalentamiento local. Posteriormente se dejar enfriar el contenido del
matraz a la temperatura ambiente, se afiaden alrededor de 150 ml de agua y algunos

fragmentos de piedra pomez.

Con la ayuda de una probeta graduada, se vierten 50 ml de acido borico (4%) en el
matraz Erlenmeyer, se afaden cuatro gotas de indicador y se mezcla. Posteriormente se
sitia el Erlenmeyer bajo el refrigerante, de manera que el extremo del tubo de salida se
introduzca en la disolucion de acido boérico. Con la ayuda de una probeta graduada se
afiaden, al contenido del matraz Kjeldahl, 80 ml de disolucion de hidréxido sédico que
contiene sulfuro. Durante esta operacion, hay que mantener el matraz inclinado, de tal
manera que el hidroxido de sodio se deslice a lo largo de la pared del recipiente y que

los liquidos no se mezclen. Se conecta inmediatamente el matraz Kjeldahl al
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refrigerante por medio de la alargadera. Se mezcla el contenido del matraz por agitacion
y se calienta a ebullicion, evitando la formacion de espuma. Se prosigue la destilacion
hasta el momento en que el contenido del matraz presente ebullicion a saltos. Es
necesario regular la temperatura de modo que la destilacion dure por lo menos 20
minutos. Finalmente hay que enfriar bien el destilado para evitar que se caliente la

disolucion de acido borico. El destilado se valora con acido clorhidrico 0,1N.

Es necesario efectuar un ensayo en blanco, aplicando el método operatorio descrito,

pero utilizando cinco mililitros de agua en lugar de queso.

Expresion de los resultados

Para expresar el contenido en proteinas del queso analizado es preciso multiplicar la
cantidad de nitrdgeno total, obtenida segin el método descrito, por un factor de
conversion que para el queso se fija en 6,38. En consecuencia, el contenido en proteinas

viene dado por la formula:

Nitrogeno total (%) = [(1,40 - N - (V1 - Vg)) / P] - 6,38
Donde:
N es la normalidad del acido clorhidrico.
V; es el volumen en mililitros de acido clorhidrico utilizado en la determinacion.
Vy es el volumen en mililitros de 4cido clorhidrico utilizado en el ensayo en blanco.

P es el peso en gramos del queso empleado en el andlisis.

La diferencia maxima entre dos determinaciones repetidas no debe sobrepasar el

0,005% de nitroégeno.

2.4.7. Determinacion de extracto seco

Para la determinacion del extracto seco (ES) se emplearon dos métodos diferentes: el
oficial, por desecacién en estufa y en termobalanza de infrarrojos (IR). Para poder
utilizar la termobalanza fue necesario realizar previamente una puesta a punto especifica
para el producto a analizar, que en este caso se tratd de queso de 9 y 12 meses de

maduracion.
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2.4.7.1. Determinacion del extracto seco con termobalanza

Fundamento

Una termobalanza es un aparato de medicion de la humedad que consta de una balanza
analitica sobre la que se coloca la muestra y un emisor de radiacioén infrarroja. La
radiacion produce la desecacion de la muestra hasta que ésta alcanza un peso constante,
momento en el cual se considera que se ha eliminado toda la humedad. La humedad o
bien el extracto seco de la muestra, se determina por la diferencia de peso antes y

después del analisis.

Ajustes de la termobalanza

Este aparato ha de ser programado especificamente para cada tipo de muestra que se
desee analizar, ya que el calentamiento en termobalanza se realiza por radiacion
infrarroja. Por ello, las condiciones que han de utilizarse en un andlisis con
termobalanza a menudo son diferentes a las del método oficial, para obtener los mismos
resultados (Luruena-Martinez et al., 2004). En esta ocasion se hicieron pruebas con
diferentes cantidades de muestra y diferentes temperaturas, hasta que finalmente se
obtuvieron los mismos resultados que utilizando el método oficial (n=20; P=0,1284). Se
aplico para quesos de 9 y 12 meses de maduracion. No se empled para quesos menos
madurados porque, al tener mas humedad, los analisis resultaban mucho més lentos que

con el método oficial.

Procedimiento

Se coloca un platillo de aluminio de 95 mm de didmetro sobre el brazo giratorio de la
termobalanza. Se tara el platillo y a continuacion se coloca sobre ¢l la muestra de queso
finamente picada (entre 5 y 6 gramos) de forma que quede homogéneamente repartida,
tanto en superficie como en altura. Se cierra la cdmara de la termobalanza, previamente
programada a 120°C, y se inicia el analisis. Una vez que el peso permanece constante, el
aparato da por concluido el analisis, emite una sefial actstica, y muestra el valor del

extracto seco (%) en la pantalla. Finalmente se abre la camara y se retira la muestra.

2.4.7.2. Determinacion del extracto seco con método oficial (FIL-IDF 4:1958)

Fundamento
El extracto seco del queso es la masa, expresada en porcentaje ponderal, que se obtiene

tras el proceso de desecacion en estufa. La precision del método es de + 0,1 %.
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Procedimiento

Se colocan 20 g de arena de mar, aproximadamente, y un agitador de vidrio en una
capsula de niquel o de aluminio (de 2 cm de altura, aproximadamente, y de 6 a § cm de
diametro). Se seca la capsula con la arena y el agitador en una estufa a 105 °C, hasta
obtener un peso constante. Posteriormente se deja enfriar la capsula en un desecador y

se pesa con una balanza analitica.

Se colocan rapidamente en la capsula aproximadamente 3 g de la muestra de queso
preparada, es decir, previamente triturada o rallada y se pesa de nuevo. Se tritura
cuidadosamente la masa de queso con la arena con ayuda del agitador de vidrio. Se seca
la cépsula en la estufa durante 4 horas a 105 °C. Transcurrido este tiempo se deja enfriar
en el desecador y se pesa. Es necesario proseguir el secado hasta que se alcance un peso

constante, separando cada pesada por una permanencia en la estufa de media hora.

Expresion de los resultados

Los resultados se expresan de la siguiente forma:

%ES = ((PD —PC) / PQ) x 100
Donde:
%ES es el porcentaje de extracto seco
PC es el peso de la capsula con la arena desecada y la varilla.
PQ es el peso de la muestra de queso triturada.

PD es el peso final de la capsula con todo su contenido tras la desecacion.

2.4.8. Determinacion de actividad de agua (a,)

Fundamento

La actividad de agua (ay) se determina con un aparato medidor en el que el vapor de
agua liberado por la muestra se pone en contacto con una célula electrolitica cuyo valor
de potencial varia segun sea la humedad relativa mayor o menor. Cuando se alcanza el

equilibrio, el valor de potencial no varia y se obtiene una medida estable de actividad de

agua.
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Procedimiento
Se pone en funcionamiento el equipo (TH-500 AW-Sprint, Novasina, Pfaffikon, Suiza)
alrededor de media hora antes de proceder al andlisis con el fin de que la temperatura de

la camara interna sea estable. La determinacion se realiza a 25°C.

La muestra de queso se introduce en una capsula de plastico, totalmente seca, hasta
llenar 2/3 de la misma y se reparte homogéneamente, tanto en superficie como en altura.
La céapsula con la muestra se coloca dentro de la camara de medida. Cuando se alcanza
una lectura estable (entre 30 minutos y 1 hora, dependiendo de la humedad del queso) el
equipo da por concluido el andlisis y emite una sefial actstica. Los resultados se

obtienen directamente mediante la lectura de la pantalla del aparato.

2.4.9. Determinacion de cenizas (FIL-IDF 27:1964)

Fundamento
Se entiende por contenido en cenizas del queso el producto resultante de la incineracion
del extracto seco, expresado en porcentaje de peso, obtenido segin el procedimiento

descrito a continuacion.

Procedimiento

Se coloca una capsula de platino o de un material inalterable (en este caso de
porcelana), de 55 milimetros de didmetro y 25 milimetros de altura, en una estufa de
desecacion a 102+2 °C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se introduce en un
desecador, se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa en una balanza analitica
(sensibilidad 0,1 miligramos). Se pesan exactamente alrededor de 5 gramos de queso en
la capsula. Se coloca en un calefactor durante media hora para calcinar la muestra. Una
vez calcinada, se introduce la capsula en un horno mufla a 550 °C durante 4 horas. Se
introduce la cépsula en un desecador y cuando alcanza la temperatura ambiente se pesa

en la balanza analitica.

Expresion de los resultados

El contenido en cenizas del queso, en porcentaje de peso es igual a:

Cenizas (%) =[(M —m)/P] - 100
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Donde:
M es el peso de la capsula y de las cenizas al final del analisis
m es el peso de la cépsula vacia

P es el peso en gramos del queso empleado en la determinacion

2.5. ANALISIS DEL QUESO. DETERMINACION INSTRUMENTAL DEL
COLOR

Fundamento

Un colorimetro posee una fuente de emision de radiacion visible que incide sobre la
superficie de la muestra, donde se absorbe cierta cantidad y la radiacion reflejada es
cuantificada por el instrumento, en una escala relativa, definida por elementos de

referencia.

Procedimiento
Antes de comenzar el anélisis, es necesario calibrar el aparato, para lo que se hace una

medicion sobre dos placas de referencia, una negra y una blanca.

El color del queso se determind sobre una loncha de 1 cm de grosor obtenida haciendo
un corte transversal de la pieza entera. Se hicieron diez mediciones en cada muestra, por

toda la superficie del queso, ya que en algunos casos el color no era uniforme.

La medida del color se realizé con un colorimetro MiniScan XEPlus (Hunter Lab,
Reston, Virginia, EEUU) dotado con un area de visién de 25 mm y geometria Optica
difusa de 8°. Los parametros determinados fueron claridad (L*), rojo (a*) y amarillo
(b*) usando el iluminante D65 y un observador estandar de 10° en el espacio CIE

L*a*b* (CIE, 1976).

Expresion de los resultados

Los parametros que determina directamente el colorimetro son:
L*: claridad; L*=0 indica negro; L*=100 indica blanco

a*: valores negativos indican verde; valores positivos indican rojo

b*: valores negativos indican azul; valores positivos indican amarillo.
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2.6. ANALISIS DEL QUESO. ANALISIS INSTRUMENTAL DE TEXTURA.

De entre los numerosos parametros relacionados con la textura, solamente se determiné
de forma instrumental la fuerza necesaria para cortar el queso, que se conoce como

fuerza de corte.

Fundamento

La fuerza de corte se determind6 mediante un texturoémetro Texture Analyzer TA-
XT2iplus (Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra). Para ello se emple6 un método
imitativo, es decir, un método que simula el comportamiento y la fuerza que ejerce la
boca al masticar un alimento. Una cuchilla acoplada al brazo del texturémetro corta un
trozo de queso de unas determinadas dimensiones de modo que la fuerza ejercida queda

registrada.

Procedimiento

- Preparacion de la muestra

El queso permanecidé a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C) durante al
menos una hora antes de realizar el ensayo, con el fin de que alcanzara la temperatura a
la que se consume habitualmente. Transcurrido este tiempo se cortaron dos lonchas
transversales de la pieza entera de queso (a lo largo de su didametro), de un centimetro de
grosor, y dichas lonchas se cortaron hasta obtener trozos de 4 x 1 x 1 cm, que fueron los
que se emplearon en el ensayo. Se desecharon las zonas cercanas a la corteza que son

mas duras que el resto y poco representativas.

- Condiciones y ejecucion del ensayo

El ensayo se llevo a cabo con un texturometro Texture Analyzer TA-XT2iplus (Stable
Micro Systems, Surrey, Inglaterra) con una célula de carga de 25 Kg, al que se acopld
una sonda Warner-Bratzler. Se utilizo la modalidad “vuelta al inicio/medida de la fuerza
en compresion”, con las condiciones empleadas por Revilla et al. (2009), es decir, una
velocidad de ensayo de 1 mm/s y una distancia de corte de 25 mm, de modo que la
fuerza ejercida se registré en un ordenador con su correspondiente software (Texture
Exponent 32 v. 1.0.0.92, Stable Microsystems, Surrey, Inglaterra) mediante una grafica

fuerza-tiempo.
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2.7. ANALISIS DEL QUESO. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

La determinacion de acidos grasos totales en queso se realizo de la misma forma que en
el caso de la leche (Apartado II1.2.3.), con la unica diferencia de que el método de

extraccion de la grasa no fue el mismo.

2.7.1. Extraccion de la grasa (FIL-IDF 32:1965)

Fundamento
El queso se tritura con sulfato sddico y con arena. Asi se favorece la extraccion de la

grasa, que se hace con un disolvente orgéanico.

Procedimiento

Se mezclan 4 gramos de queso con 4 gramos de arena de mar y 4 gramos de sulfato
sodico en un mortero. Posteriormente se introduce la mezcla en un cartucho de celulosa
para la extraccion en Soxhlet. Se monta el extractor Soxhlet con el cartucho en su
interior y se coloca en un bafio de agua a unos 70°C con n-pentano durante 5 horas.

Finalizada la extraccion, se separa el disolvente de la grasa con un rotavapor a 50°C.

2.7.2. Transesterificacion

Se hizo de la misma forma que en el caso de la leche, segun el método que se detalla en

el Apartado I11.2.3.2. de este trabajo.

2.7.3. Analisis cromatografico

El analisis cromatografico de la grasa del queso también se hizo de la misma forma que
en el caso de la leche, con el método que se describe en el Apartado 111.2.3.3. de este

trabajo.

2.7.4. Identificacion y cuantificacion de acidos grasos

La identificacion y cuantificacion de acidos grasos se hizo del modo descrito en el

Apartado 111.2.3.4.
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2.8. ANALISIS DEL QUESO. ANALISIS DE COMPUESTOS VOLATILES.

Fundamento
La muestra de queso se introduce en un equipo de purga y trampa, donde se separan los
compuestos voldtiles, que son analizados mediante cromatografia gaseosa e

identificados mediante espectrometria de masas.

Procedimiento

Los analisis de compuestos volatiles fueron realizados en la Estacion Tecnoldgica de la
Leche (Palencia), perteneciente al Instituto Tecnologico Agrario de Castilla y Ledn,
segin el método propuesto por Fernandez-Garcia et al. (2004b), que se describe a

continuacion.

Se toman 15 gramos de queso y se homogeneizan con 20 gramos de sulfato sédico y 0,5
mg/ml de ciclohexanona (Sigma-Aldrich Quimica, Alcobendas, Espafia). La mezcla (2
g) se introduce en un espacio de cabeza dinamico (20 min. a 50°C) mediante un equipo
de purga y trampa (HP-7695, Hewlett-Packard, USA) acoplado a un cromatdgrafo de
gases (HP-6890, Hewlett-Packard, USA) con detector de masas.

Los compuestos volatiles fueron concentrados en una trampa Tenax (Tekmar, USA) a
25 °C y 6,5 psi y separados con una columna capilar HPInnowax (60m x 0,25 mm; 0,5
um, Agilent Technologies, Espafia). La temperatura del inyector fue de 200 °C. Se
empled helio como gas portador, con un flujo de 1 ml/minuto. La temperatura inicial del
horno fue de 45 °C durante 17 minutos, se aumenté hasta 110°C en 4 minutos,
temperatura a la que permanecié 10 minutos. Finalmente se aument6 la temperatura
hasta 240 °C en 15 minutos, temperatura a la que permanecié durante 2 minutos. La
deteccion se llevo a cabo con un detector de masas selectivo (HP-5973) funcionando en
modo scan: 2,6 scan s'l, m/z range 33-250, con 70 eV IE, y temperaturas de 230 °C
(fuente) y 150 °C (quadrupolo).

La identificacion de los picos se realizd por comparacion de los tiempos de retencion
con estandares puros (Sigma Aldrich Quimica, Madrid, Espafia). La cuantificacion se
hizo sumando la abundancia de todos los iones (&reas de los picos cromatograficos) para

calcular los porcentajes de cada compuesto y referirlo al porcentaje de ciclohexanona.
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Esto se hizo de este modo por la dificultad de disponer de todos los patrones de volatiles
y se refirid a un patrédn interno para compensar posibles pérdidas de analitos durante el

analisis. Asi, se determinaron los 12 compuestos mas abundantes (Tabla 8).

Tabla 8. Compuestos volatiles analizados en el queso.

Aldehidos Cetonas Alcoholes Esteres
Acetaldehido 2-propanona Etanol Butanoato de etilo
3-metil-1-butanal 2-butanona 2-propanol
2-pentanona 2-butanol
2-heptanona 2-pentanol

3-metil-1-butanol
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2.9. ANALISIS DEL QUESO. ANALISIS SENSORIAL.

Durante los dos afios en los que se desarroll6 la parte experimental de este estudio, se
realizaron diferentes pruebas sensoriales sobre los quesos de 6 y 12 meses de
maduracion, tanto con jueces entrenados, como con catadores habituales de queso
Zamorano. Las pruebas realizadas, asi como los descriptores evaluados se recogen en la
Tabla 9. El objeto de estos analisis fue conocer en qué grado influyeron la raza y el RCS
sobre las caracteristicas sensoriales del queso, para lo que fue necesario establecer su
perfil sensorial. Las evaluaciones sensoriales del queso se realizaron segun la

metodologia que se describe a continuacion.

Tabla 9. Resumen de las pruebas sensoriales realizadas en este estudio segun el afio de
elaboracion y el mes de maduracion del queso.

Ao Mes Panel de cata Prueba realizada Atributos
6 - Consumidores - Ordenacion
(53) preferencias
1 - Ordenacion
) preferencias - Apariencia: color
- Consumidores ) ) ) ] )
12 ) - Ordenacién - Sabor: intensidad, rancidez, picante
habituales (100) ) i
atributos - Textura: granulosidad, dureza
- Nivel de agrado
- Apariencia: color, homogeneidad de color
- Jueces - Olor: intensidad, acidez
6 - QDA . . . . :
entrenados (10) - Sabor: intensidad, acidez, rancidez, picante

- Textura: dureza, granulosidad, untuosidad

2 - Apariencia: color, homogeneidad de color

- Olor: intensidad, acidez, rancidez
- Jueces
12 - QDA - Sabor: intensidad, acidez, rancidez,
entrenados (10)
duracion/sensacion retronasal, picante

- Textura: dureza, granulosidad, untuosidad

2.9.1. Condiciones del local de cata

Para la realizacion de las pruebas se utiliz6 uno de los laboratorios de Tecnologia de los
Alimentos de la Escuela Politécnica Superior de Zamora. El lugar estaba

adecuadamente acondicionado para ello, ya que era una sala de color neutro, con
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espacio suficiente, con una temperatura de entre 22 y 24 °C, sin ruido ni olores extrafios,
con ventilacion e iluminacién artificial, uniforme y suficiente y con mesas adecuadas

para que cada juez estuviera aislado del resto.

2.9.2. Preparacion de las muestras

Para evitar la predisposicion de los catadores, las muestras se prepararon en una zona
aislada del local de catas. Las piezas enteras de queso se mantuvieron a temperatura
ambiente durante al menos una hora antes de la realizacion de la prueba y momentos
antes de dar comienzo, se cortaron segun se indica en la Figura 19. En primer lugar, se
hizo un corte transversal para dividir la pieza en dos mitades iguales, de cada mitad se
cortd una loncha entera de 1 centimetro de grosor, se eliminaron las partes mas externas
(corteza junto con parte del queso) y se cortd cada loncha en 6 trozos uniformes de 2 cm

largo x 2 cm ancho x 1 cm alto.

1. Pieza entera de queso 2. Pieza entera de queso. Alzado.

4. Pieza de queso para evaluacion 3. Loncha de queso. Vista frontal

x 12 R R
2 cm $ am |
|

- = 1cm .
2 cm

Figura 19. Protocolo que se sigui6 para el corte del queso. En color gris se muestra la parte
empleada en la evaluacion sensorial; las lineas de puntos y rayas indican los cortes efectuados.
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Las muestras de los diferentes quesos a evaluar, cortadas ya en trozos, se colocaron al
azar sobre un plato de porcelana blanca y se codificaron con numeros aleatorios de tres
cifras (Figura 20). El nimero de muestras presentadas vario entre 2 y 8 en funcion de la

prueba sensorial.

Figura 20. Presentacion de las muestras de queso para la evaluacion sensorial.

2.9.3. Realizacion de las pruebas

En cada prueba sensorial, antes de presentar las muestras y el cuestionario
correspondiente, se explicaron a los catadores ciertas directrices que debian seguir, entre
ellas: permanecer en silencio durante las evaluaciones, leer previamente el cuestionario
y seguir sus instrucciones, beber agua y/o comer pan entre muestra y muestra, tomarse
el tiempo suficiente para cada evaluacion, escribir comentarios en el caso que
procediera, etc. Ademas, en el caso de los consumidores, se explicd y se entregd por
escrito el significado de cada atributo que se pretendia evaluar y la forma de hacerlo

(ver Anexo A.2.15).

Cada persona tenia a su disposicion agua mineral baja en sodio para enjuagar la boca y
pan sin sal para evitar la mezcla de sabores. Todas las pruebas se realizaron entre las
once y las doce de la mafiana, ya que se considera la hora mas propicia para la
evaluacion sensorial (Andalzia-Morales, 1994). A continuacion se describen las

pruebas de analisis sensorial que se realizaron.
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2.9.4. Pruebas afectivas

Las pruebas afectivas son aquellas en las que el juez expresa su reaccion subjetiva ante
el producto, indicando si le gusta o le disgusta, si lo acepta o lo rechaza o si lo prefiere
frente a otro (Larmond, 1977). En este estudio se emplearon una prueba de nivel de

agrado y otra de ordenacion por preferencias.

2.9.4.1. Prueba de nivel de agrado

Esta prueba se utilizo para tratar de conocer en qué medida gusto (o disgusto) cada uno
de los quesos estudiados. Solamente se evaluaron con esta prueba los quesos de 12

meses de maduracion del afio 1.

Jueces

Se reclutaron 100 consumidores habituales de queso Zamorano, de la provincia de
Zamora. Para ello se realizd una encuesta de consumo (Anexo A.2.1.) para conocer la
edad, sexo, ocupacion, habitos de consumo y, sobre todo, la frecuencia de consumo de
queso Zamorano, participando en la prueba solo aquellos que presentaron una
frecuencia de al menos una vez por semana. Finalmente el grupo de consumidores
quedo formado por 54 hombres y 46 mujeres, con una edad comprendida entre 18 y 64

anos.

Procedimiento

Se presentd a cada uno de los jueces un plato de porcelana con las ocho muestras de
queso, preparadas segun se indica en el Apartado I11.2.9.2., y un cuestionario (Anexo
A.2.2)) en el que se pedia que probaran cada uno de los quesos y los evaluaran

individualmente seglin una escala hedonica verbal de siete puntos:

- Me disgusta muchisimo

- Me disgusta mucho

- Me disgusta ligeramente

- Ni me gusta ni me disgusta
- Me gusta ligeramente

- Me gusta mucho

- Me gusta muchisimo
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2.9.4.2. Prueba de ordenacion por preferencias

Esta prueba se emple6 para conocer si los jueces preferian algiin queso sobre otro. Se

evaluaron los quesos de 6 y 12 meses de maduracion del afio 1.

Jueces

Al igual que en el caso anterior, se realizd una encuesta (Anexo A.2.1.) para reclutar
consumidores habituales de queso Zamorano, de manera que se reclutaron dos grupos,
uno para cada uno de los puntos de muestreo anteriores, cuya composicion fue:

- evaluacion de los quesos de 6 meses de maduracion del afio 1: formado por 53
personas, 33 mujeres y 20 hombres, de entre 20 y 50 afios.

- evaluacion de los quesos de 12 meses de maduracion del afio 1: formado por 100

personas, 54 hombres y 46 mujeres, con una edad comprendida entre 18 y 64 afios.

Procedimiento

Se presento a los jueces un plato con las ocho muestras de queso a evaluar, preparadas
segun se indica en el Apartado I11.2.9.2., y se les pidid que, una vez las hubieran
probado todas, las ordenaran de menos preferida a mas preferida en el cuestionario

(Anexo A.2.3.) segun se indica a continuacion:

Muestra Muestra
que menos >  que mas
me gusta me gusta

Aunque para una prueba de ordenacién en principio se recomienda evaluar como mucho
5 muestras simultaneamente, la Unica forma de comparar los ocho quesos de este
estudio era evaluarlos todos a la vez. Segin O’Mahoney (2005), las pruebas de
ordenacion con mas de 5 muestras pueden ser realizadas por consumidores habituales
con resultados satisfactorios, ya que se pueden hacer en primer lugar clasificaciones por

grupos para finalmente ordenarlas dentro de esos grupos.
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2.9.5. Pruebas discriminativas

Las pruebas discriminativas son aquellas en las que no se requiere conocer la sensacion
subjetiva que produce un alimento a una persona, sino que se desea establecer si hay
diferencia o no entre dos 0 mas muestras y, en algunos casos, la magnitud o importancia
de esa diferencia (Larmond, 1977). En este caso, para la evaluacion de los quesos se

realizd una prueba de ordenacion.

2.9.5.1. Prueba de ordenacion por atributos

En esta prueba, se les da a los jueces una serie de muestras que difieren en alguna
propiedad y se les pide que las pongan en orden creciente o creciente de dicha
propiedad. La prueba de ordenamiento de atributos por consumidores habituales puede
ser una buena alternativa para conocer las caracteristicas sensoriales de los quesos,
encontradas previamente por jueces entrenados como relevantes (O’Mahony, 2005). Se
ha observado que la familiaridad con los productos permite que los consumidores,
basandose en el conocimiento de los mismos, puedan discriminar (y ordenar) las
caracteristicas sensoriales (O’Mahony, 2005). Ademas, Munoz (1998) observd que los
jueces entrenados no siempre reflejan con exactitud la respuesta de los consumidores

habituales.

Con esta prueba se evaluaron seis atributos en los quesos de 12 meses de maduracion

del afo 1: color, intensidad de sabor, rancidez, picante, granulosidad y dureza (Tabla 9).

Jueces

Se form6 un grupo de jueces no entrenados, consumidores habituales de queso
Zamorano, compuesto por 100 personas, 54 hombres y 46 mujeres, con una edad
comprendida entre 18 y 64 afios, que evaluaron los quesos de 12 meses de maduracion

del afio 1.

Procedimiento

Las evaluaciones se realizaron en diferentes sesiones para evitar la fatiga de los jueces.
Los atributos evaluados, que son los que se describen a continuacion, se eligieron
teniendo en cuenta los trabajos previos de Jaeggi et al. (2003), sobre la influencia de los
RCS en queso, y de Etayo et al. (2006), en el que se estudia la influencia de la lipdlisis

sobre queso Zamorano.
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Como se ha mencionado anteriormente, antes de la realizaciéon de cada prueba se

explicod a los jueces el significado de cada atributo que debian evaluar y el modo de

hacerlo:

- Apariencia:

Color: en los quesos de 6 meses de maduracion, “menor intensidad de color” se
asociaria a un color amarillo claro y “mayor intensidad de color” a un color
amarillo vivo. En los quesos de 12 meses de maduracién, sin embargo, “menor
intensidad de color” se asociaria a color amarillo y “mayor intensidad de color”
a un color amarillo pardo. Se evalu6 a partir de un corte transversal de una pieza

entera de queso.

- Sabor:

Intensidad de sabor: entendido como todo el conjunto de sabores y aromas que
se perciben en la boca y la nariz tanto al masticar el queso como después de
tragarlo.

Intensidad de sabor rancio: sabor afiejo que se percibe como sabor y aroma tanto
en la boca como en la nariz, mientras se mastica el queso y después de tragarlo.
Intensidad de picante: sensacion dolorosa que se percibe en la boca y/o la

garganta cuando se mastica y/o traga el queso.

- Textura:

Granulosidad: se entendié como tal la sensacion percibida en la boca al mover el
queso con la lengua una vez masticado. Asi, la menor granulosidad la
presentaria un queso pastoso, ya que al masticarlo no se notaria ningiin grano.
Un queso poco granuloso seria uno percibido como arenoso mientras que uno
muy granuloso seria el que al masticarlo presentara grandes granos.

Dureza: se definié como la fuerza que hay que ejercer entre los dientes incisivos

para cortar el trozo de queso.

Finalizada la explicacién, se le entregd a cada uno de los jueces un plato de porcelana

con las ocho muestras de queso a evaluar (preparadas segun se describio en el Apartado

[11.2.9.2.) y un cuestionario para cada atributo (Anexos A.2.4. - A.2.10.). En dicho

149



11I. Materiales y Métodos

cuestionario se indicaba que una vez hubieran probado todas las muestras de queso, las

ordenaran en orden creciente del atributo correspondiente, segun se indica:

Muestra con . Muestra con
menos intensidad " mas intensidad
del atributo del atributo

2.9.6. Pruebas descriptivas

En las pruebas descriptivas se trata de definir las propiedades del alimento y medirlas de
la forma mas objetiva posible, es decir, se pretende conocer cudl es la intensidad de los

atributos del alimento (Amerine et al., 1965).

2.9.6.1. Prueba de analisis descriptivo cuantitativo (QDA)

Los quesos de 6 y 12 meses de maduracion del afio 2 se evaluaron siguiendo la
metodologia del andlisis descriptivo cuantitativo o QDA (Quantitative Descriptive
Analysis). Dicha metodologia implica la participacion de jueces entrenados, que
evaltian ciertos atributos del alimento elegidos previamente por ellos mismos u otros
jueces entrenados, sobre una escala numérica, tomando como referencia una serie de

patrones o estandares para cada atributo.

En este caso las muestras de queso se puntuaron en una escala numérica del 1 al 7, por
lo que en principio la escala estandar para cada atributo deberia estar formada por siete
alimentos que representaran el grado de intensidad de dicho atributo del 1 al 7. Segun
Severiano (2002) no es necesario el empleo de todos los estandares, ya que utilizando
una escala formada por un valor minimo, otro maximo y algin valor intermedio, los

resultados son similares.

Los pasos que se siguieron para llevar a cabo la metodologia QDA son los que se

describen a continuacion.
1. Preseleccion de jueces

En primer lugar fue necesario hacer un reclutamiento inicial de las personas que a priori

podrian formar parte de un grupo de evaluacion. Teniendo en cuenta que pudieran estar
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disponibles durante un largo periodo de tiempo, se preseleccionaron 15 voluntarios
entre el personal y el alumnado de la Escuela Politécnica de Zamora. Estas personas, de
entre 21 y 48 afos, realizaron una encuesta (Anexo A.2.11.) para conocer
principalmente su disponibilidad, sus habitos de consumo y algunos datos referentes a

su salud.

En principio, todos los preseleccionados eran adecuados para el entrenamiento y la
evaluacion sensorial, dado que estaban disponibles y motivados, eran consumidores
habituales de queso Zamorano, no presentaban defectos dentales importantes y no eran

fumadores. Por estas razones, todos ellos pasaron a la fase de seleccion.

2. Seleccion de jueces

Para llevar a cabo la seleccion de los jueces que finalmente iban a ser entrenados, se les
pidi6 que realizaran diferentes pruebas sensoriales discriminativas con distintos
alimentos con el fin de saber si eran capaces de diferenciar olores, sabores basicos
(acido, dulce, salado, amargo), colores (diferentes tonos e intensidades) y texturas
(diferentes grados de dureza, de granulosidad, etc.). También se pretendia conocer su
umbral de percepcidén, su memoria para retener sensaciones organolépticas y su

capacidad para expresarlas.

Las pruebas, que se describen a continuacion, se realizaron a lo largo de 10 sesiones de
una hora cada una y con alimentos variados:
- Pruebas triangulares: en esta prueba se presentan tres muestras al juez, de las
cuales dos son iguales, y se le pide que identifique la muestra que es diferente.
- Pruebas duo-trio: en esta prueba se presentan tres muestras al juez, de las cuales
una estd marcada como muestra de referencia y otras dos estan codificadas. Se le
dice al juez que una de las dos muestras es idéntica a la muestra de referencia y
la otra es diferente, y se le pide que identifique cudl es la diferente.
- Pruebas de ordenacion: se les da a los jueces varias muestras que difieren en
alguna propiedad y se les pide que las pongan en orden creciente o decreciente

de dicha propiedad.

Finalmente se seleccionaron 10 personas, de entre las 15 iniciales, para formar el grupo

de evaluacion que iba a ser entrenado. Los dos criterios mas importantes que se tuvieron
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en cuenta para hacer esta seleccion fueron la disponibilidad y los resultados de las

pruebas descritas anteriormente.

3. Entrenamiento de jueces

Las 10 personas seleccionadas fueron 7 mujeres y 3 hombres de entre 23 y 42 afos. Se
les entrend a lo largo de 10 sesiones de una hora, durante las cuales se les form6 en el
analisis sensorial mediante la explicacion de conceptos y técnicas. También se les pidiod
que realizaran diferentes pruebas para conocer su umbral de percepcion, mejorar su
memoria y en definitiva para mejorar sus habilidades sensoriales. Para ello se utilizaron

pruebas triangulares, pruebas duo-trio y pruebas de ordenamiento por atributos.

4. Generacion y eleccion de descriptores
Una vez concluido el entrenamiento inicial, se eligieron a lo largo de cuatro sesiones,

los atributos sensoriales que finalmente se iban a evaluar.

En la primera sesion, se pididé a los jueces que probaran diferentes quesos (Anexo
A.2.14.) y enumeraran todos los atributos que percibian, en referencia tanto al sabor, el
olor y la textura como a la apariencia y a otras sensaciones como el picante. Los

descriptores encontrados por los jueces en estos quesos fueron:

Aspecto: homogeneidad de color, grado de curacion, color, grasa superficial,

corte limpio, agujeros, dureza, puntos blancos, otras anomalias.

* Olor: 4cido, olor a leche, rancio, olor a oveja, olor a lechazo, intensidad, olor a
madera, curado, olor a cerrado, grasa, aceite, mantequilla, dulce, tostado,
anomalo.

* Textura: dureza, granuloso, grasa, suave, gomosidad, fracturabilidad,
desmenuzable, residuos en la boca, seco, plastico, aceitoso, homogéneo,
compacto, cremoso, masticabilidad, quebradizo, pastoso, sensaciéon grasa,
arenoso, adhesivo, textura anomala.

e Sabor: écido, leche, intensidad, rancio, grasa, salado, duracién del sabor,
cuajada, mantequilla, sebo, andémalo, pléstico, dulce, lechazo, curado.

* Otras sensaciones: Picante, sensacion retronasal, residuo en la garganta,

sensacion grasa, residuo en garganta y nariz, residuo a leche curada, andémalo.
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En la segunda sesion se eligieron por consenso los atributos mas importantes y

representativos de los que se acaban de enumerar, que fueron los siguientes:

* Aspecto: homogeneidad de color, color, corte limpio, puntos blancos y agujeros.

e QOlor: acido, olor a leche, rancio, intensidad, tostado, anomalo

o Textura: dureza, fracturabilidad, masticabilidad, granuloso, arenoso,
adhesividad, sensacion grasa, textura andmala

* Sabor: intensidad, leche, 4cido, grasa, rancio, salado, duracion, anomalo

* Otras sensaciones: picante, sensacion retronasal, residuo en la garganta

La tercera sesion sirvid para confirmar la presencia y la importancia de los atributos
elegidos y tratar de reducir su niimero para asi poder realizar la evaluacién con menos
dificultad. Para ello se pidi6 a los jueces que probaran de nuevo las muestras y sefialaran
en un cuestionario la intensidad de cada parametro elegido segun una escala verbal de
siete puntos, desde ‘“ausencia del atributo” hasta “intensidad muy fuerte” (Anexo

A2.12)).

Finalmente, se descartaron los atributos que los jueces evaluaron como “ausentes” o de
“intensidad muy débil”, de manera que los que en un principio se eligieron para realizar
la evaluacién sensorial fueron 20, segun se muestra a continuacion:

*  Apariencia: Color, homogeneidad de color, corte limpio

e QOlor: Intensidad, acido, rancio

* Sabor: Intensidad, acido, rancio, grasa, duracion

*  Textura: Dureza, granulosidad, untuosidad, fracturabilidad, masticabilidad

* Otras sensaciones: Picante, sensacion retronasal, residuo en la garganta,

andémalo.

De estos 20 atributos, se descartaron algunos en la cuarta sesion y también en las
primeras sesiones de entrenamiento especifico debido a la dificultad de identificacion.
Para hacerlo se realizd una evaluacion mediante una prueba QDA con una escala
numérica de 1 a 7 puntos con estandares para cada uno de los 20 atributos elegidos

(Anexo A.2.13.). Asi se pudo establecer el orden mas adecuado para evaluarlos y
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también conocer si los jueces eran capaces de identificarlos todos y evaluarlos

correctamente y en una sola sesion.

De este modo, los atributos elegidos finalmente para la evaluacion fueron los 15 que se

muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Atributos evaluados por jueces entrenados en los quesos de 6 y 12 meses de
maduracion del afo 2.

Apariencia Olor Sabor Textura
Color Intensidad Intensidad Dureza
Homogeneidad de color Acidez Acidez Granulosidad
Rancidez* Rancidez Untuosidad
Duracion™ Fracturabilidad*
Sens. Retronasal*
Picante

*Solamente en quesos de 12 meses de maduracion.

Algunos de ellos han sido descritos previamente en el Apartado 111.2.9.5.1., el resto son:

- Apariencia:
* Homogeneidad de color: uniformidad del color del queso. Se evalud a partir de
un corte transversal de una pieza entera de queso.
- Olor:
* Intensidad de olor: olor de la muestra de queso al acercarla a la nariz.
* Olor acido: intensidad de olor a acido lactico.
* Olor rancio: intensidad de olor rancio o afiejo
- Sabor:
* Sabor 4cido: intensidad de sabor a 4cido lactico
* Duracién: tiempo que permanece el sabor del queso en la boca.
* Sensacion retronasal: aromas percibidos cuando el queso se encuentra en la boca
o después de ser tragado.
- Textura:
* Untuosidad: sensacion grasa que se percibe en la boca mientras se mastica el

queso y también después de tragarlo
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* Fracturabilidad: entendida como el grado en que se desmorona el queso tras los

primeros mordiscos y especialmente en el primero.

Los atributos “olor rancio”, “duracion del sabor” y “fracturabilidad” fueron evaluados
solamente en los quesos de 12 meses de maduraciéon, ya que en los de 6 meses los
jueces no fueron capaces de detectarlos (como en el caso de “olor rancio”) o no los

encontraron relevantes (como “fracturabilidad” y “duracion del sabor™).

5. Entrenamiento especifico

Finalmente, los jueces fueron entrenados durante 15 sesiones de una hora enfocadas
especificamente a la evaluacién de queso. Debido a esta especificidad y también al
hecho de que estas personas estaban previamente familiarizadas con el producto, la
duracion del entrenamiento necesario para formar a los jueces se vio sensiblemente
reducida. Para la realizacion de este entrenamiento se utilizaron pruebas descriptivas
con escalas estandar (Anexo A.2.14.2.) de manera que se evaluaron tres quesos por

sesion. Los estandares empleados se presentaron de la siguiente forma:

- Apariencia: para evaluar los atributos relacionados con la apariencia, se mostré a los
jueces una escala visual para cada uno de ellos, elaborada a partir de fotografias de

diferentes quesos:

- Olor: para la evaluacion del olor, se proporcionaron una serie de tarrinas de plastico
cerradas con una tapa en cuyo interior habia trozos del queso utilizado como estandar.
Asi los jueces podian abrir las tarrinas y oler los estandares en el momento en que lo

necesitaran.

- Sabor: los estandares de sabor se colocaron en un plato tapado, para evitar la mezcla

de olores, que estaba a disposicion de cada juez en todo momento

- Textura: los estandares de textura, al igual que los anteriores, se colocaron en un plato

tapado:

Junto con los estandares, se proporciond una relaciéon a modo de guia en el que aparecia

cada estandar y su valor numérico para cada atributo.
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Este entrenamiento con estdndares se realizo hasta que las puntuaciones de los jueces
para cada atributo presentaron un bajo coeficiente de variacion. Se asumid entonces que
el grupo habia asimilado los estdndares y por lo tanto se procedio a evaluar las muestras

de queso.

6. Evaluacion de queso

En cada sesion se present6 al juez un plato con tres muestras de queso preparadas segin
se describio en el Apartado I11.2.9.2., y un cuestionario (Anexo A.2.13.) en el que
figuraban todos los atributos a evaluar junto con una escala numérica de siete puntos,

segun figura a continuacion:

Atributo I

1 2 3 4 5 6 7

Durante las evaluaciones, los jueces tuvieron los estandares a su disposicion, junto con
los valores asignados para cada atributo. Unicamente se utilizé un estandar en cada
sesion como guia para los atributos de sabor y textura, debido a que los jueces ya tenian
bien ancladas las escalas. Aun asi, los resultados de las evaluaciones fueron estudiados
después de cada sesion para comprobar que el coeficiente de variacion obtenido fuera

bajo.
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3. ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el andlisis estadistico de los datos paramétricos se empled el programa

Statgraphics plus 5.1. para Windows (Statistical Graphics Corp., Virginia, USA).

3.1. DATOS PARAMETRICOS

Los tratamientos estadisticos que se describen en este apartado son los que se utilizaron
para la interpretacion de los datos obtenidos en todos los analisis en los que se
obtuvieron datos paramétricos. Este fue el caso de los analisis fisico-quimicos
realizados en leche y queso, ademas de las medidas de actividad de agua y color en
queso, andlisis de 4acidos grasos, compuestos volatiles, textura y andlisis sensorial

descriptivo cuantitativo realizado por los jueces entrenados.

3.1.1. Analisis de la Varianza (ANOVA)

El andlisis de la varianza permite conocer la existencia de grupos significativamente
diferentes entre varias poblaciones. La prueba ANOVA (ANalysis Of VAriance) se
realizd mediante la aplicacion de un test de la F de Snédecor para un factor y t niveles,
para un nivel de significacion 0=0,05. Asi se puede conocer si el efecto del factor es
significativo en la explicacion de los resultados, mediante la relacion entre la varianza

explicada por el factor y la varianza explicada por el error residual.

3.1.2. Test de Fisher LSD

Una vez fijada la influencia del factor sobre los datos mediante la prueba ANOVA, se
puede conocer qué grupos son diferentes entre si. Para ello se determina qué valores son
diferentes entre si mediante la aplicacion de un test de Fisher LSD para un nivel de
significacion a=0,05. Este test se fundamenta en comparar las diferencias de las medias
de cada muestra, para cada pardmetro evaluado, con la tabla de valores obtenidos

estadisticamente.
Asi, utilizando la prueba ANOVA con el test de Fisher LDS es posible conocer la

existencia de grupos significativamente diferentes, cudles son dichos grupos y en qué

medida son diferentes.
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3.1.3. Matriz de correlacion

Mediante esta prueba se puede conocer si existe correlacion entre dos pares de variables
y en qué medida estan correlacionadas (P-valor). Para ello, las variables independientes
se disponen en una matriz de correlacion, de modo que se tiene una lista multivariable
horizontalmente y la misma lista verticalmente. Finalizado el andlisis se obtiene la
relacion entre cada pareja de variables en cada celda, mediante el correspondiente
coeficiente de correlacion llamado r, expresado con un nimero que va desde 0 a 1.
También se conoce en qué medida la correlacion es significativa o no mediante el P-
valor. El coeficiente de variacion (r) es igual a la suma de los productos de cada pareja
de datos, dividido por el producto del nimero de datos por la desviacion estdndar de
cada variable o serie de datos. Asi, el modelo mide y muestra la interdependencia en

relaciones asociadas o entre cada pareja de variables y todas al mismo tiempo.

3.1.4. Analisis de componentes principales

El objetivo de este andlisis es establecer qué combinaciones de variables determinan la
mayor variabilidad en sus datos, de modo que se utiliza para reducir la dimensionalidad

de un conjunto de datos.

En este caso, el analisis construye una transformacion lineal que escoge un nuevo
sistema de coordenadas para el conjunto original de datos, en el cual la varianza de
mayor tamafio del conjunto de datos es capturada en el primer eje (llamado el Primer
Componente Principal), la segunda varianza mas grande es el segundo eje, y asi

sucesivamente.

Una de las ventajas de analisis de componentes principales para reducir la
dimensionalidad de un grupo de datos, es que retiene aquellas caracteristicas del
conjunto de datos que contribuyen mas a su varianza, manteniendo un orden de bajo
nivel de los componentes principales e ignorando los de alto nivel. El objetivo es que
esos componentes de bajo orden a veces contienen el "mas importante" aspecto de esa

informacion.

En el andlisis de componentes principales se hacen transformaciones ortogonales de las

variables originales, haciendo hincapié en la varianza de las nuevas variables.
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3.2. DATOS NO PARAMETRICOS

Los tratamientos estadisticos que se describen en este apartado se emplearon para la
interpretacion de los datos obtenidos de dos pruebas relativas al analisis sensorial: las

pruebas de ordenacion de atributos y las pruebas de ordenacion por preferencias.

3.2.1. Prueba de Friedman

La prueba de Friedman se utiliza para conocer la existencia de diferencias significativas
entre grupos de datos cuando estos no son paramétricos. Es por tanto equivalente a la

prueba ANOVA.

Procedimiento

Para llevar a cabo esta prueba es preciso realizar un ajuste de datos, que consiste en
asignar un valor, comprendido entre 1 y K, a cada muestra (donde K es el numero de
muestras de la cata), de forma que el valor mas bajo corresponde a la muestra menos
valorada y viceversa. Finalmente se suman todos los valores asignados a una misma
muestra en los diferentes cuestionarios contestados por los jueces participantes. De esta
forma se obtiene lo que se llama una suma de rangos. Para conocer la existencia de
diferencias significativas entre las muestras, se aplica la prueba de Friedman con

0=0,05:

Xz 2 G BNk 1)

[V(K)(K +1
Donde:
K es el nimero de muestras
N es el namero de jueces
Tk es el total de rangos

Ademés (K-1) son los grados de libertad para y°
Se compara entonces el valor de xzcalculada con el de tablas al 5% de nivel de significacion

y (K-1) grados de libertad (Meilgaard et al., 2007). Si se encuentra que xzcalculada > xztablas

se concluye que existe diferencia estadisticamente significativa entre las muestras.
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3.2.2. Prueba LSRD

La prueba LSRD permite, una vez encontradas diferencias significativas entre las
muestras en la prueba de Friedman, evaluar cuéles son diferentes. Para ello se emplea la

siguiente expresion:

LSRD =1t./NK(K +1)/6

Donde:

K es el nuimero de muestras

N es el nimero de jueces

t es el valor obtenido en tablas para un determinado o (Meigaard et al., 2007)

Ademés (K-1) son los grados de libertad para y°

Para determinar si se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras es necesario hacer las diferencias absolutas entre todas las sumas de rangos, de
forma que existen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras cuando

el valor de la diferencia es mayor al LSRD calculado (Lawless y Heymann, 1998).
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1V. Resultados y Discusion

1. LECHE DE OVEJA DE LA PROVINCIA DE ZAMORA

Debido a la gran variabilidad en la composicion fisico-quimica de la leche (Boyazoglu y
Morand-Fehr, 2001; Park et al., 2007; Raynal-Ljutovac et al., 2008) se hace necesario
su estudio a lo largo de un amplio periodo de tiempo y en un nimero elevado de
muestras para poder tener una idea de cuales son los valores que presentan las razas
estudiadas Castellana, Churra y Assaf. A continuacién se muestran los resultados
obtenidos tras analizar la leche de 10.734 ovejas de la provincia de Zamora a lo largo de

un ano.

1.1. COMPOSICION QUIMICA SEGUN LA RAZA

Los resultados obtenidos para grasa, proteinas y extracto seco (Figura 21, Figura 22;
Tabla 57) estuvieron dentro de los valores normales encontrados previamente por otros
autores para la leche de estas razas (Gonzalo et al., 1994a; Alonso Alonso et al., 2001;
Leitner et al., 2003; Acero et al., 2003a; Vivar-Quintana et al., 2006) y también para la
leche de otras razas mediterraneas (Labussiere, 1983; Anifantakis, 1991; Diaz et al.,
1996; Boyazoglu, 2000; Caballero et al., 2001; Jaramillo et al., 2008), de manera que
los valores medios anuales (Tabla 11) estuvieron entre 7,10% y 7,51% de grasa, entre

5,42% vy 5,84% de proteinas y entre 18,12% y 18,89% de extracto seco.

Se observaron diferencias significativas entre las tres razas para cada uno de los tres
parametros a lo largo de todo el afio (Figura 21, Figura 22), lo que se vio reflejado en el
promedio anual (Tabla 11). Asi, la raza Castellana fue la que presentd los mayores
niveles tanto de grasa como de proteina y, por consiguiente, de extracto seco, seguida de
la raza Churra y por ultimo de la raza Assaf. Estas diferencias eran previsibles, ya que la
raza es uno de los factores que mas influye sobre la composicion fisico quimica de la
leche (Barron et al., 2001; Paccard y Lagriffoul, 2006a,b; Raynal-Ljutovac et al., 2008).
En el caso concreto de estas tres razas, las diferencias a priori son evidentes, sobre todo
entre Assaf, raza foranea especializada en la produccion de leche, y Castellana y Churra,
razas autdctonas de gran rusticidad. Asi, la primera produce mas litros de leche, pero
con menos cantidad de grasa y proteinas que las dos razas autoctonas, ya que estas

caracteristicas se correlacionan de forma inversa (Emery, 1988; Palacios 2008).
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Tabla 11. Valores medios (%) en la leche recogidos a lo largo de un afio.

Churra Castellana Assaf
Grasa 727° 7,51° 7,10°
Proteinas 5,59 5,84° 5,42°
Extracto seco 18,46" 18,89° 18,12

**¢ diferencias significativas (0=0,05) entre razas

Por otra parte, para cada uno de los componentes estudiados se observaron notables
diferencias en funcién del mes de ordefo, debidas principalmente a la influencia del
periodo de lactacion, de manera que los niveles de dichos componentes siguieron una
evolucion acorde con el modelo propuesto por Wood (1967) (Portolano et al., 1996).

(Figura 2, Figura 7).

Asi, se observan dos curvas de lactacion completas a lo largo del afio: la primera entre
marzo y julio, y la segunda entre julio y noviembre, de manera que los niveles de los
tres componentes estudiados siguieron la evolucién que se describe a continuacion,
sobre todo en el caso de la grasa de Churra y Assaf: fueron bastante elevados tras el
parto (en marzo y julio, respectivamente), disminuyeron hasta valores minimos un mes
mas tarde, coincidiendo con el pico de lactacion (abril-mayo y agosto) y fueron
incrementandose paulatinamente hasta el secado, cuatro meses después del parto (julio y

noviembre).

También se puede observar que, para la misma etapa de lactacion, los niveles de grasa,
proteina y extracto seco fueron mas bajos en la primera curva que en la segunda. Esto
fue debido principalmente a la influencia de la época del afio, ya que generalmente estos
valores son altos en periodos frios y bajos en los célidos, sobre todo los de grasa, de tal
forma que bajan de enero a julio y vuelven a subir hasta final de afio (Sénchez-

Rodriguez, 2009).

Por otra parte, mientras los valores minimos de grasa, proteinas y ES correspondientes a
la primera curva de lactacion se obtuvieron en abril para las razas Churra y Assaf, en el
caso de la raza Castellana se obtuvieron en mayo, debido a que ese periodo de lactacion

fue mas largo para esta raza. Estas diferencias no existieron en el segundo periodo.
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Figura 21. Composicion de grasa y proteinas de la leche recogida en la provincia de Zamora a lo
largo de un afio, donde: G. grasa, P. proteinas; Ch. Churra, Cs. Castellana, As. Assaf.
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Figura 22. Composicion de extracto seco de la leche recogida en la provincia de Zamora a lo
largo de un afio, donde: Ch. Churra, Cs. Castellana, As. Assaf.

1.2. RCS SEGUN LA RAZA

Los RCS obtenidos fueron similares a los encontrados por otros autores en las mismas
razas (Gonzalo et al, 1994a; Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; De la Fuente et al., 1996;
Alonso Alonso et al., 2001; Acero et al., 2003b; Bergonier et al., 2003; Leitner et al.,
2004). En este caso estuvieron entre 530.940 cél./ml de Castellana en enero y 1.300.913
cél./ml de Churra en abril, con una media anual para el conjunto de las tres razas de

970.737 céls./ml.
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Como ya se ha mencionado con anterioridad, la raza es uno de los factores que puede
influir sobre el RCS (Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; Gonzalo et al., 2002, 2005), de
manera que en este caso los valores fueron significativamente diferentes entre las tres
razas, como reflejan los valores medios anuales (Tabla 12). Asi, la raza Churra fue la
que presento los recuentos mas altos, seguida por la raza Assaf y en tltimo lugar por la
raza Castellana, cuyos RCS fueron notablemente inferiores. Estos RCS tan bajos de la
raza Castellana se podrian explicar por su menor produccidon y su gran rusticidad y
adaptacion al medio, caracteristicas que la hacen mas resistente a la mamitis (Dario y
Bufano, 1991; Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; Gonzalo et al., 2005). La raza Assaf, de
origen fordneo, no estd completamente adaptada al medio, es menos ristica que las
anteriores y estd mas especializada en la produccion de leche. Por estos motivos y otros
que ya se han mencionado, como la conformaciéon de la ubre, esta raza es mas
susceptible a la mastitis, por lo que en principio se esperaba que fuera la que presentara
los mayores RCS. Sin embargo los RCS de la raza Assaf estuvieron por debajo de los
RCS de la raza Churra, lo que seguramente se debe a que la primera se explota mediante
un sistema semi-intensivo que implica mayores atenciones higiénico-sanitarias,
mientras que la segunda, dada su rusticidad, se explota mediante un sistema semi-
extensivo o incluso extensivo por lo que se le prestan menos atenciones higiénico-

sanitarias.

Tabla 12. Valores medios de RCS (x 10° céls./ml) recogidos a lo largo del afio en la provincia de
Zamora.

Churra Castellana Assaf

RCS 1153,62¢ 741,06° 1017,53°

b€ diferencias significativas (a=0,05) entre razas

En cuanto a la evolucion de los RCS a lo largo del afio (Figura 23), se apreciaron
diferencias para cada raza entre los distintos meses, aunque solo fueron significativas en
algunos casos, principalmente entre enero, donde se registraron los menores RCS, y el
resto del afio (Tabla 58). Otros autores como Acero et al. (2003b) encontraron notables
diferencias en los RCS de raza Churra a lo largo del afo, presentando los valores mas
bajos en primavera y los mas altos en agosto y septiembre. En este caso se puede decir
que apenas existieron diferencias significativas a lo largo del afio, lo que coincide con
los resultados encontrados por Paape et al. (2007). Es dificil tratar de explicar esta

ausencia de diferencias significativas con los datos de que se disponen, dado el
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considerable nimero de factores que influyen sobre la evolucion del RCS, como son el
estado de lactacion, la época del afio, el numero de partos, el rebafio, el manejo, etc.

(Gonzalo et al., 1994ab; Bergonier et al., 2003; Paape et al., 2007).
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Figura 23. RCS recogidos a lo largo del afio en la provincia de Zamora

1.3. COMPOSICION QUIMICA SEGUN LOS RCS

Tras realizar el analisis estadistico de la composicion quimica de la leche de tres
distintos grupos de RCS, se observaron diferencias significativas en la proporcion de
grasa y de proteinas a lo largo de la mayor parte del afo (desde enero hasta julio) (Tabla
59), lo que se vio reflejado en los valores medios anuales (Tabla 13). Segun estos datos,
la concentracion de grasa fue maxima en el grupo de RCS altos, al igual que sucedié en
el caso de las proteinas, cuya concentracion aument6 de acuerdo con el RCS. A pesar de
ello no se encontraron diferencias significativas en la proporcion de ES, lo que podria
deberse a un descenso de la cantidad de lactosa como consecuencia del aumento del
RCS (Pirisi et al., 1996, 2000; Klei et al., 1998; Albenzio et al., 2004; Bianchi et al.,
2004).

Otros autores también observaron una mayor proporcion de grasa (Albenzio et al.,
2002) y de proteinas (Bufano et al., 1996; Diaz et al., 1996; El-Saied et al., 1999; Nudda
et al., 2003; Albenzio et al., 2004; Bianchi et al., 2004) al aumentar los RCS en leche de
oveja. Esto fue explicado por Leitner et al. (2004), de modo que, como ya se ha
mencionado con anterioridad, el aumento o descenso de la produccion de grasa y

proteinas en ovejas con mamitis subclinica obedece al grado de actividad de la
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plasmina, enzima que produce la hidrdlisis de la caseina, liberando péptidos que
funcionan como reguladores de la funcion de la glandula mamaria (Shamay et al.,
2003). Esto reduce la secrecion de lactosa y otros osmorreguladores, lo que resulta en
un incremento de la concentracion de grasa y proteinas, cuya secrecion no se ve
afectada cuando la activacion de la plasmina es relativamente moderada (méas de un 30-
50% de lo normal) (Shamay et al., 2000). Este descenso de lactosa sumado al
incremento de grasa y proteina podria explicar la ausencia de diferencias significativas

encontradas en este caso para el extracto seco.

Tabla 13. Valores medios anuales de grasa, proteinas y extracto seco de leche de la provincia de
Zamora con diferentes RCS

RCS Bajos RCS Medios RCS Altos
Grasa 6,91° 6,89" 6,94°
Proteinas 5,41% 5,45° 5,60°
Extracto seco 17,97° 17,92° 17,87°

2 diferencias significativas (a=0,05) entre RCS

Otro hecho que podria haber influido en las diferencias encontradas entre los tres grupos
de RCS, es que quiza el descenso de la produccion de leche al incrementarse los RCS
fue més acusado que el descenso de la sintesis de grasa y proteinas (Marti de Olives y

Molina Pons, 1998).

Tanto la grasa como las proteinas siguieron una evolucion a lo largo del afio (Figura 24)
similar a la explicada anteriormente, de manera que se aprecian dos curvas completas
que coinciden con las curvas de lactaciéon (entre marzo y julio y entre julio y
noviembre). Como se puede apreciar en la Figura 24 y también en la Tabla 59, la
proporcion de grasa del grupo de RCS altos fue significativamente mayor que la de los
otros dos grupos desde marzo hasta julio, mientras que el resto del afo las diferencias
no fueron significativas, a excepcion del mes de enero, en el que el grupo de RCS bajos

presentd mas cantidad de grasa que los otros grupos.
En el caso de las proteinas se apreciaron diferencias significativas durante todo el afio,

de forma que el grupo de RCS bajos presentd la menor concentracion, mientras que, en

general, fue en el grupo de RCS altos donde se encontraron los valores mas elevados.

168



1V. Resultados y Discusion

9,0
8,5 A
8,0 1
7,5 A
G.RCS bajos
7,0 + G.RCS medios
—#— G.RCS altos
%6
( 0) 65 P.RCS bajos
6,0 | - P.RCS medios
—A— P.RCS altos
55 4
Lo O I e et e -—--
45 +
4,0 T T T T T T T 1

En Feb Mar Abr May Jun Ju Ago Sep Oct Nov  Dic

Figura 24. Evolucion de los valores de grasa y proteinas a lo largo del afio para cada uno de los
grupos de RCS.
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Figura 25. Evolucion de los valores de ES a lo largo del afio para cada uno de los grupos de
RCS.

En el caso del extracto seco (Figura 25), la evolucion fue similar a la seguida por la
grasa. Se apreciaron algunas diferencias significativas entre los RCS a lo largo del afio
(Tabla 59), de modo que en el periodo de marzo a julio los RCS altos presentaron
mayor concentraciéon de ES que las muestras de RCS bajos y RCS medios y de agosto a
noviembre los RCS altos presentaron menor ES. Estas diferencias no se vieron

reflejadas en el valor medio anual porque se compensaron entre si.
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2. LECHE. COMPOSICION FiSICO-QUIMICA.

Como se acaba de ver, tanto la época de ordefio, como el RCS y la raza influyen sobre
la composicién quimica de la leche de la provincia de Zamora. Para la realizacion de
este trabajo se recogieron muestras en dos diferentes campainas durante la misma €poca
de ordeno, por lo que las variables estudiadas fueron solamente el RCS y la raza. A
continuacion se muestran los efectos de estos dos factores sobre las caracteristicas
fisico-quimicas de las muestras de leche con las que se elaboraron los quesos del

presente estudio.

2.1. DENSIDAD

La densidad es un parametro que se utiliza para detectar posibles fraudes en la leche,
principalmente la adicion de agua. En leche de oveja, la densidad media es 1036 g/1, con
un rango de variacion de 1034-1038 g/l (Marti de Olives y Molina Pons, 1998). La
densidad de la leche varia en funcidon de su composicion, ya que es una combinacion de
las densidades de sus componentes (Nasanovsky et al., 2003), que dependen a su vez de
un gran numero de factores como la raza, el genotipo, el estado de lactacion, la

alimentacion, el manejo o la estacion del afio (Raynal-Ljutovac et al., 2008).

Los valores obtenidos tras determinar la densidad de la leche durante los dos afios de
estudio (Tabla 14), estuvieron comprendidos en un rango de entre 1029,67 g/l,
perteneciente a la leche de Assaf con RCS bajos del afio 2 y 1035,33 g/l, perteneciente a

la leche de Churra con RCS bajos del mismo afo.

En general no se observé una tendencia clara para los valores de densidad en funcion de
los RCS. Se apreciaron algunas diferencias significativas entre los valores obtenidos
para leche con distintos RCS, como en las muestras de raza Assaf pertenecientes al
segundo afio y en las de raza Castellana del afo 1, donde los valores aumentaron con el
RCS. Como se ha mencionado con anterioridad y segun se ha visto para la provincia de
Zamora, los animales con mamitis subclinica en general producen una menor cantidad
de leche con un mayor porcentaje de grasa y proteinas (Marti de Olives y Molina Pons,
1998), lo que explicaria este aumento de la densidad. Como se vera a continuacion, los
resultados obtenidos indican que en este caso concreto el incremento podria deberse

principalmente al aumento de la concentracion de proteinas. En la raza Churra también
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se encontraron diferencias significativas, tanto en el afio 1 como en el 2, aunque los

valores no siguieron ninguna tendencia acorde con el RCS.

Tabla 14. Valores medios de densidad (g/1) de la leche.

RCS bajos RCS medios RCS altos
Churra 1031,50£0,55%  1032,50+0,55°7  1030,001,10*
Afio1 Castellana  1031,00+0,00  1033,00+1,10
Assaf 1031,50+0,55  1031,50+0,55%  1032,00+0,00%
Churra 1035,33£0,52°7  1032,50+0,55  1034,33+0,82>
Afio2 Castellana  1033,67+1,86%  1032,17+0,41*
Assaf 1029,67+2,07*  1032,33+2,58"  1033,50+1,64™

**¢ muestran diferencias entre RCS (0:=0,05) para cada afio, se leen en horizontal
" muestran diferencias entre razas (0=0,05) para cada afio, se leen en vertical

Tampoco se observo una clara tendencia en funcion de la raza. Se encontraron
diferencias significativas entre las razas estudiadas en tres ocasiones, de modo que en
dos de ellas la leche de raza Assaf presentd menor densidad que las razas Churra y
Castellana. Esto se debi6 seguramente a que la raza Assaf, como ya se ha visto, produce
una mayor cantidad de leche pero con menor contenido en grasa y proteinas que las

razas autdctonas.

2.2.pH

Los valores de pH obtenidos en las dos diferentes campafias (Tabla 15) estuvieron
comprendidos entre 6,50 de Assaf de RCS bajos del ano 2 y 6,82 de Churra de RCS
medios del mismo afio. Estos valores estuvieron en torno al intervalo 6,6-6,8 que fue
establecido por Marti de Olives y Molina Pons (1998) como habitual para leche de
oveja. Los valores obtenidos coinciden ademés con los encontrados por otros autores
para estas y para otras razas espafiolas (Vivar-Quintana et al., 2006; Jaramillo et al.,

2008).

Se observaron diferencias significativas en funcion del RCS en précticamente todos los
casos estudiados, de manera que en general el grupo de RCS bajos present6 un valor de

pH inferior al de RCS medios y al de RCS altos. Este incremento de pH al aumentar los
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RCS coincide con los resultados publicados por otros autores (Serrano Moyano et al.,
1998; Pirisi et al. 1996, 2000; Albenzio et al. 2004, 2005; Vivar-Quintana et al., 2006;
Revilla et al., 2007) y podria deberse a los cambios que tienen lugar durante el
desarrollo de la mamitis, los cuales provocan, entre otras cosas, una menor formacion
lactosa (Pirisi et al., 1996, 2000; Albenzio et al., 2004; Leitner et al., 2004). La
disminucion de este azlicar conllevaria una menor formacion de acido lactico por parte

de los microorganismos presentes en la leche, y consecuentemente un pH mas elevado.

Tabla 15. Valores medios de pH de la leche.

RCS bajos RCS medios RCS altos
Churra 6,57+0,09"" 6,76+0,02 6,80+0,09"

Afio1  Castellana 6,74+0,05 6,79+0,01*
Assaf 6,67+0,04" 6,55+0,02%" 6,69+0,04"
Churra 6,68+0,05" 6,82+0,05™ 6,78+0,02"

Afio2  Castellana 6,80+0,08"* 6,78+0,01*!
Assaf 6,50+0,05™" 6,72+0,09" 6,75+0,03"

“¢ muestran diferencias entre RCS (0=0,05) para cada afio, se leen en horizontal

% muestran diferencias entre razas (0=0,05) para cada afio, se leen en vertical
Algunos trabajos relacionan valores elevados de pH de la leche (mayor a 6,80) con una
reduccion de la produccion y una modificacion de su composicion, reduciéndose los
porcentajes de grasa, lactosa y extracto seco (Serrano Moyano et al., 1998). Esto tiene
gran importancia cuando la leche se destina a la elaboracion de queso, ya que un
elevado pH puede influir negativamente sobre la aptitud quesera, dificultando el proceso
de cuajado (Pirisi, 2007). De hecho, cuanto mayor es el valor del pH mas tiempo tarda
en actuar el cuajo y menos capacidad de agregacion tiene la cuajada una vez formada
(Jaramillo et al., 2008). El valor de pH que se considera como limite para poder hacer
queso en buenas condiciones es 6,80 (Serrano Moyano et al., 1998), valor que, a pesar
de los elevados RCS que presentaron algunas muestras, sélo fue superado ligeramente
por la muestra de Churra de RCS medios del afio 2 (6,82). En cualquier caso, para el

presente trabajo el pH fue estandarizado a 6,50 antes de la elaboracion de queso.
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Por otra parte, también se apreciaron diferencias significativas entre las tres razas
estudiadas de modo que en general el valor del pH de la leche de raza Assaf fue inferior
al de las razas autoctonas Castellana y Churra, lo que podria deberse a las diferencias
que habitualmente existen en la composicion quimica de estas razas (Tabla 4) y que

también se encontraron en este caso, como se podra ver a continuacion.

2.3. ACIDEZ

La valoracion de la acidez es la determinacion analitica més frecuente en la tecnologia
lechera. La acidez es la medida del contenido aparente en acido, expresada en gramos
de acido lactico por 100 mililitros de leche. El valor medio para la leche de oveja es de
0,20 gramos de acido lactico por 100 mililitros de leche (20 °D), con un rango de

variacion de 0,18-0,23 g/ml (Marti de Olives y Molina Pons, 1998).

Tabla 16. Valores medios de acidez (g acido lactico/100 ml leche) de la leche.

RCS bajos RCS medios RCS altos
Churra 0,25+0,01" 0,24+0,01™ 0,21+0,02'

Afio1  Castellana 0,22+0,01*! 0,26+0,01"*
Assaf 0,23+0,02*1 0,23+0,00™ 0,23+0,01%
Churra 0,22+0,02% 0,23+0,01% 0,23+0,01%

Afio2  Castellana 0,25+0,01" 0,23+0,01*"
Assaf 0,21+0,01*! 0,22+0,01*! 0,24+0,01"

f"_b’c muestran diferencias entre RCS (0=0,05) para cada afio, se leen en horizontal
WK muestran diferencias entre razas(0=0,05) para cada afio, se leen en vertical

Los valores de acidez, que se muestran en la Tabla 16, estuvieron comprendidos entre
0,21 g/ml y 0,26 g/ml. Aunque algunos valores superaron el limite de lo que se
considera normal, en la mayoria de los casos estuvieron en torno a 0,23 g/ml, lo que
coincide con los datos encontrados por otros autores para leche de oveja (Marti de

Olives y Molina Pons, 1998; Barron et al., 2001; Vivar-Quintana et al., 2006).
Se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos de RCS, aunque no

se observo ninguna tendencia clara en funcion del RCS, lo que coincide con los datos

publicados por Revilla et al. (2007). Asi, no se puede decir que este sea un factor que
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influya de forma evidente y decisiva sobre la acidez de la leche. En principio, la leche
con altos RCS deberia presentar valores de acidez més bajos que la leche normal debido
a las mismas razones que en el caso del pH. Pero existen muchos otros compuestos que
influyen en la acidez titulable, como acidos débiles o sales, que no afectan al pH, lo que
explicaria los diferentes resultados encontrados para pH y acidez. Ademas hay que tener

en cuenta que la leche es un sistema tamponado.

Se encontraron también numerosas diferencias significativas entre los valores de acidez
de las tres razas estudiadas. Los resultados fueron distintos para cada grupo de RCS, de
modo que en las muestras de RCS bajos no se aprecio ninguna tendencia clara, mientras
que en el grupo de RCS medios la raza Assaf present6 valores de acidez inferiores a los
de las razas autoctonas y en el grupo de RCS altos la raza Churra fue la que presento la

menor acidez.

2.4. LACTOSA

La lactosa es el principal componente osmoticamente activo de la leche. Por ello su
contenido se mantiene practicamente constante durante la lactacion en animales sanos,
mientras que en animales con mamitis la sintesis de lactosa desciende y es parcialmente
sustituida como osmorregulador por otros compuestos, principalmente por cloruros

(Kalantzopoulos, 1994).

Como se muestra en la Tabla 17, los valores de lactosa estuvieron comprendidos entre
4,28% y 5,30%, por lo tanto se encontraron dentro del rango que se considera normal

para leche de oveja, es decir, entre 4,11% y 5,51% (Raynal-Ljutovac et al., 2008).

A medida que aumenta el RCS en la leche deberia disminuir el contenido en lactosa
(Pirisi et al., 1996, 2000; Klei et al., 1998; Fox et al., 2000; Albenzio et al., 2004;
Bianchi et al., 2004; Revilla et al., 2007), ya que altos RCS provocan una disminucion
de la sintesis de lactosa, algo que ha sido explicado de varias formas por distintos

autores,