Universidad de Buenos Aires

Facultad de Farmacia y Bioquimica

Diferenciacion de leche y productos lacteos
enriguecidos naturalmente en compuestos

antioxidantes

Licenciada en Tecnologia de Alimentos Luciana Rossetti

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires

Directora de Tesis: Dra. Adriana Maria Descalzo

Consejera de Estudio: Prof. Dra. Nora Haydee Slobodianik

Lugar de trabajo

Area Estabilidad Oxidativa y Compuestos Funcionales, Instituto Tecnologia de

Alimentos, INTA

Buenos Aires, Octubre 2015



RESUMEN IN EXTENSO

Existe una creciente necesidad de agregar valor a la leche mediante su
transformacion en productos lacteos de calidad integral, diferenciados por
atributos valorados comercialmente tanto en el a&mbito del consumo local

como mundial.

Las modificaciones tendientes a aumentar la concentracion de los
compuestos beneficiosos como vitaminas, carotenoides y acidos grasos, o
disminuir la predisposicion a la oxidacion en los productos lacteos, pueden
ser efectuadas a través de la dieta de los animales. Esto tiene la ventaja que
de esta forma, la leche es enriquecida a través de un proceso natural. En el
caso de las vitaminas por ejemplo, sus formas activas se incorporan en el
seno de la matriz lactea, a diferencia de un agregado exogeno. Ademas, las
dietas a base de pasturas generan una imagen positiva de produccién
ecolégicamente sustentable que puede ser objetivamente confirmada y
calificada. Por lo tanto, este sistema de produccidén puede ser beneficioso

para obtener un producto con caracteristicas diferenciales.

Las vitaminas y sus precursores tienen funciones biolégicas esenciales.
Actian como antioxidantes inhibiendo la oxidacion lipidica tanto en la leche
como en el organismo. Ademas colaboran en mantener la calidad 6ptima de
la materia prima y de los productos elaborados. En la leche, la vitamina Ay
los carotenoides quedan casi en su totalidad en el seno y membranas del
globulo de grasa. La vitamina E en cambio se aloja principalmente en la
membrana y no en el seno del glébulo de grasa. Por lo tanto, la capacidad
de estos compuestos bioactivos para actuar estad relacionada con la
presencia de grasa. Ademas el hecho de que estén incorporados a las
membranas y globulos tiene implicancias en la biodisponibilidad de estos
compuestos, resultando este medio un elemento de gran valor como sistema

de entrega de nutrientes.

Para poder lograr leche y productos diferenciados, fue necesario conocer

el estado general en cuanto a la concentraciéon de micronutrientes y el



balance antioxidante de leches en nuestro pais. Por otro lado, para poder
modular la oferta de estos compuestos en la dieta, también se debia conocer
la composicién en micronutrientes de la misma. Para esto se realizaron
ensayos de cuantificacibn de leche de tambos comerciales de la cuenca
Santafesina y de los alimentos utilizados. Se encontré una correlacién entre
la alimentacion del ganado lechero con la concentracion de estos
compuestos de interés, ademas de una relacion estacional, que podrian

servir para diferenciar la calidad de la leche.

Al realizar ensayos de cinética de incorporacion de compuestos
antioxidantes provenientes de pastura fresca -en este caso con un 70% de
alfalfa- en la leche, se determind que en 20 dias su composicion se
modificaba, lograndose una leche con caracteristicas diferenciales, mayores
niveles de vitaminas antioxidantes y precursores y con una mayor capacidad
antioxidante, por lo que seria menos susceptible a la oxidacion. Ademas se
diferenciaron las leches provenientes de alimentacion con altos niveles de
pastura comparadas con los tratamientos control en cuanto a la expresion de
genes asociados a la incorporacion de vitaminas y aspectos sensoriales

como color y aroma.

Dado que la condiciones productivas no siempre permiten altas
asignaciones de pastura en la dieta, se realizaron ensayos con un nivel
intermedio de alfalfa, mas parecido a los sistemas de produccion utilizados
en el pais. Y ya que se habia observado un efecto estacional en la calidad y
composicion de la leche y los alimentos, se ensayaron dos épocas del afio.
Fue importante también determinar que los compuestos incorporados se
conservaran en los productos lacteos. Para ello, se eligié ensayar con dos
productos con caracteristicas muy distintas en cuanto a su elaboracion y
consumo, leche entera en polvo y un queso duro con seis meses de

maduracion.

Con los resultados obtenidos, se estim6 que un nivel 6ptimo de 50% de
pastura de alfalfa lograba la modificacion diferencial de las leches. También
se observdo que la estacién influye sobre la incorporacion de estos

compuestos, no solo por por la calidad de las pasturas sino también por



otros efectos ambientales o fisiolégicos de las vacas lecheras que influirian
sobre el consumo de antioxidantes y la oxidacion en la leche. Resultd
importante corroborar que las caracteristicas de la leche cruda se
transfirieron a los productos lacteos elegidos de modo que el planteo del
manejo de la dieta para la obtencion de productos diferenciales vy

potencialmente funcionales fue demostrado.

Por ultimo, para continuar con el estudio de las combinaciones anti y
prooxidantes resulté importante estudiar si los cambios producidos a partir
de la materia prima que se vieron reflejados en el producto, por ejemplo en
la leche en polvo, tienen implicancias sobre su vida util (bioquimica y
sensorial), la presencia de compuestos bioactivos y la funcionalidad en el
producto. Para ello, se realizé el seguimiento de la vida util de la leche en
polvo elaborada, observando que el aumento de los antioxidantes
liposolubles, especialmente alfa tocoferol, beta caroteno y retinol, sirvio para
preservarla de los efectos de la oxidacion. Ademas la degradacion de los
antioxidantes resultd inversamente proporcional al incremento de la
oxidacion proteica y lipidica en las leches elaboradas. Este efecto pudo ser
seguido a través de parametros no destructivos como la determinacion de
olor por medio de sensores y de fluorescencia a través de indicadores de
deterioro protéico y lipidico. De este modo podria proponerse la metodologia
basada en estos ensayos para la deteccion rapida de deterioro oxidativo de
leche en polvo (y otros productos asociados como formulas) a nivel de la

industria.



RESUMEN

Para agregar valor a la leche se realizaron ensayos para mejorar la

capacidad antioxidante a través de la dieta de los animales.

Para obtener datos basales se ensayaron leches de tambos comerciales y
de los alimentos utilizados encontrandose una correlacion entre ellos,

ademas de una relacion estacional.

Ensayos de cinética de incorporacion de compuestos antioxidantes de
pastura fresca en la leche, determinaron que en 20 dias su composicién se
modificaba, lograndose una leche con mayor capacidad antioxidante. Dado
gue las condiciones productivas no permiten altas asignaciones de pastura
en la dieta, se ensayaron dos niveles de alfalfa y dos épocas del afio. Para
determinar la transferencia de los compuestos incorporados a productos
lacteos, se estudiaron en leche entera en polvo y en queso duro. Se vio que
un nivel de 50% de pastura lograba la modificacion diferencial de las leches
y que la estacion influye sobre la incorporacién de estos compuestos. Las
caracteristicas de la leche cruda se transfirieron a los productos lacteos. Al
realizar el seguimiento de la leche en polvo para ver la implicancia en la vida
util, se observo que el aumento de los antioxidantes liposolubles sirvio para

preservarla de los efectos de la oxidacion.



ABSTRACT

In order to add value to milk, assays were performed to improve
antioxidant capacity through the diet of animals.

For basal data, milk from dairy farms and the diets used were assayed
giving a correlation between them as well as a seasonal correlation.
Incorporation kinetics of fresh pasture antioxidants into milk, showed that in
20 days the composition of milk was modified yielding a product with higher
antioxidant capacity. Since production conditions do not always allow high
pasture levels in the diet of dairy cows, two alfalfa concentrations during two
different seasons were assayed. To determine the transfer of incorporated
compounds into milk products, powdered milk and mature cheese were
studied. It was estimated that pastures with aproximately 50% alfalfa would
be able to modify the quality of milk and that the season influences the
incorporation of these compounds. The characteristics of raw milk were
transfered to milk products. The study of the shelf life of powdered milk
showed that increased concentrations of liposoluble antioxidants were able to

preserve it from oxidation effects.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Es posible aumentar los microconstituyentes antioxidantes (tocoferoles,
carotenoides, retinol) en la leche a través de la introduccién de pastura de
alfalfa en la dieta de las vacas lecheras. Esto tendra efecto sobre la calidad
integral de la leche y de los productos lacteos derivados como leche en
polvo y quesos.

Se puede establecer un modelo de alimentacion de las vacas lecheras
basado en pasturas, en el cual se preservaran los compuestos bioactivos
naturales a través de su procesamiento y almacenamiento y que a su vez
permitira la diferenciacion y trazabilidad de los lacteos enriquecidos

naturalmente en estos compuestos.
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OBJETIVO GENERAL

Generar conocimiento acerca del efecto de la alimentacion de las vacas
lecheras con diferentes concentraciones de pastura de alfalfa sobre la
calidad de la leche cruda, su posibilidad de diferenciacién y el efecto de los
antioxidantes liposolubles de la materia prima sobre productos procesados
modelo, como leche en polvo y quesos.

Objetivos particulares

Conocer el estado de arte en cuanto a la concentracion de
micronutrientes y el balance antioxidante de leches de tambos comerciales

de la Republica Argentina.

Determinar si el efecto de la alimentacion de las vacas lecheras con
pastura de alfalfa permite el enriquecimiento de las leches crudas con
vitaminas antioxidantes, protege retardando la oxidacion, modula su
mecanismo de incorporacion a la leche y si dicho efecto persiste en el
tiempo.

Establecer el efecto de la “dosis alfalfa” sobre los cambios producidos en

la leche cruda y conocer su efecto estacional.

Conocer si las caracteristicas de la leche cruda diferenciada persisten en
productos modelo elaborados a escala piloto, leche entera en polvo y quesos

de pasta cocida tipo Reggianito Argentino.

Modelar el efecto de los antioxidantes incorporados en la leche entera en
polvo y la progresion de la oxidacion durante la vida atil en el transcurso del

almacenamiento de la leche en condiciones de comercializacion.
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1.

INTRODUCCION

1.1 Definicién de Leche.

Segun el Codex Alimentarius (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2011), la leche como alimento destinado al consumo o
elaboracion ulterior, en su codex standard 206-199 indica que: “Leche es la
secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenida mediante uno o
mas ordefios sin ningun tipo de adicion o extraccion, destinada al consumo

en forma de leche liquida o a elaboracion ulterior”.

En nuestro pais, el texto que regula las disposiciones higiénico-sanitarias,
bromatolégicas y de identificacion comercial es el Codigo Alimentario
Argentino. Se refiere a la leche en su Articulo 554 - (Res 22, 30.01.95) y la
define como: "Con la denominacion de Leche sin calificativo alguno, se
entiende el producto obtenido por el ordefio total e ininterrumpido, en
condiciones de higiene, de la vaca lechera en buen estado de salud y
alimentacion, proveniente de tambos inscriptos y habilitados por la Autoridad
Sanitaria Bromatoldgica Jurisdiccional y sin aditivos de ninguna especie. La
leche proveniente de otros animales, debera denominarse con el nombre de

la especie productora”.

1.2 Situacion actual.

La cadena bovina constituye uno de los complejos agroalimentarios mas
importantes y dinamicos del pais, con proyeccion internacional, responsable
del desarrollo econémico y social de numerosas economias zonales y
regionales. El valor de esta actividad se ubica en el cuarto lugar de
importancia nacional después de la soja, el trigo y la carne, con una
produccion de mas de 11.300 millones de litros de leche producidos
anualmente, de acuerdo a los Ultimos datos publicados por el Ministerio de

Agricultura (Figura 1-1),

http://www.minagri.gob.ar/site/ subsecretaria de lecheria/lecheria/07 Est
ad%C3%ADsticas/2012estadisticas.jpg).
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RESULTADOS RECIENTES DE LA LECHERIA ARGENTINA

Produccién 11.338 millones de Its.
Consumo Local 8.918 millones de Its.

Exportaciones 2492 millones de Its.

Figura 1-1 Produccién nacional de leche, afio 2012

La cadena genera unos 65- 67 mil empleos directos y otros 63 mil
indirectos. Es por ello que la valorizacién de la leche y productos lacteos
impacta sobre un sector productivo muy importante del pais.

1.3 Principales cuencas lecheras y razas.

La produccion lechera de nuestro pais se puede dividir en cuencas

lecheras tradicionales y cuencas lecheras no tradicionales.

Las tradicionales son las que estan ubicadas en la regibn pampeana
(zona central de Argentina) conformada por las provincias de Cordoba,
Santa Fe, Buenos Aires, Entre Rios y La Pampa. Son caracterizadas por
poseer un "clima templado” con temperaturas medias entre los 16 y 18 °C y
precipitaciones entre los 720 y 900 mm anuales. La inmensa mayoria de la
produccion proviene de esta cuenca con un 94% de la produccion total.
Ademaés, la mayor cantidad de industrias procesadoras también se
encuentran concentradas en estas provincias con porcentajes de
participacion similares a los de la produccion (Figura 1-2),
http://www.minagri.gob.ar/site/ _subsecretaria_de_lecheria/lecheria/04=Pago

por_Calidad/07 Estadisticas/19.jpg?20151001112427). La raza lechera

mayoritaria es la Holando Argentino, con una produccién promedio de 3.876

litros de leche/vaca/ano.

Las cuencas no tradicionales comprenden la de Cuyo, integrada por las
provincias de Mendoza, San Juan y San Luis; la del NOA, integrada por
Salta, Jujuy, Catamarca, Tucuman y Santiago del Estero y la del NEA,
integrada por Corrientes, Chaco, Misiones y Formosa. Son caracterizadas
por poseer un "clima subtropical humedo" con temperaturas medias entre los

21y 23 °C y precipitaciones entre los 1.200 y 1.700 mm anuales. Las razas


http://www.minagri.gob.ar/site/_subsecretaria_de_lecheria/lecheria/04=Pago_por_Calidad/07_Estadisticas/19.jpg?20151001112427
http://www.minagri.gob.ar/site/_subsecretaria_de_lecheria/lecheria/04=Pago_por_Calidad/07_Estadisticas/19.jpg?20151001112427

lecheras bovinas en estas areas son variadas, Holando Argentino, Cruza de
Holando Argentino con Jersey, Tropicana, Jersey, Gir Lechero, Pardo Suizo
y Criolla.

El desafio en estas cuencas incipientes puede ser el de producir lacteos
diferenciados, transformados localmente ya que las cuencas tradicionales
producen los volimenes mayores y por lo tanto fijan los precios de las

commodities.

% de Litros y Unidades productivas por provincia, sobre el total de
informadas a Pago por Calidad (Septiembre 2015)

[

SANTA FE 42,1%
24

CORDOBA 32,9% |
L CORDOBA 31,2% |

BUENOS AIRES 24,8% -

20,0% BUENOS AIRES 17,2% |

ENTRE RIOS 5,8% |

ENTRE RIOS 4,0% ‘
g

RESTO DEL PAIS 1,1%
RESTO DEL PAS 0,9%

LA PAMPA 1,2% | ¢

LITROS UNIDADES PRODUCTIVAS

Figura 1-2 Produccién por provincia agosto 2015

1.4 Sistemas de produccién.

Tradicionalmente los sistemas de produccion en nuestro pais se pueden
identificar como extensivos ya que involucran un alto grado de participacion
de pasturas en la alimentacién. Sin embargo, el costo de la tierra y el avance
de la agricultura, fundamentalmente el cultivo de soja, ha sido el gran
incentivo para aumentar la carga animal por hectarea y el uso de forrajes
conservados y concentrados. Por otro lado, lograr un aumento en la
produccion y de esta manera aprovechar el mérito genético de los animales

no es posible sin cierto grado de intensificacion.



Por lo tanto, actualmente muchos tambos se han volcado hacia los
sistemas mixtos o intensivos. Sin embargo, la viabilidad de estos proyectos y
su sustentabilidad productiva y econdmica no siempre es muy clara. Algunos
de los factores que se deben tener en cuenta cuando se intensifican los
tambos son el impacto sobre el bienestar animal, niveles 6ptimos de carga
animal/hs, impactos ambientales, salud de los animales, etc. También hay
que tener en cuenta que la intensificacion de los tambos trae aparejado un
aumento en los gastos del tambo, como por ejemplo el costo de alimentos,
mano de obra, etc. (Bretschneider and Salado, 2010).

Esta tendencia a reducir la superficie destinada a producir leche es
observada mundialmente en otros paises productores (Hemme, 2009) y es
una oportunidad para proponer estrategias de alimentacion |y
suplementacion que aseguren la calidad de la leche al mismo tiempo que se

optimiza el uso de los recursos.

1.5 Composicion de laleche.

La leche es un liquido opaco, de color blanco a blanco amarillento debido
a los fendbmenos de reflexion y dispersion de la luz que provocan las
particulas en suspension coloidal, glébulos de grasa y micelas de caseina.
Su sabor es ligeramente dulce debido a la presencia de lactosa y el olor es

caracteristico e inespecifico.

Desde el punto de vista fisico, la leche es un triple sistema disperso, ya
gue coexisten en ella varios estados: emulsion, suspension coloidal y
solucion verdadera. La materia grasa se acumula en estructuras
relativamente complejas de forma globular formando una emulsion
grasa/agua. Las proteinas en forma de micelas y ligadas al fosfato célcico y
otras sales forman la suspensién coloidal y la solucién verdadera esta

formada por la lactosa y sales minerales solubles.

Naturalmente el balance de nutrientes que se encuentra en la leche tiene
como objetivo biolégico el de cubrir las necesidades de las crias, sin

embargo se ha adoptado como alimento esencial y basico con gran



consumo practicamente en todas las culturas del mundo (Baré Rodriguez et
al., 2010)

Dentro de las moléculas que la conforman, se puede hacer una division
entre dos grandes grupos que comprenden a los componentes principales y
los componentes menores (Tabla 1-1).

Tabla 1-1 Composicion promedio de la leche entera

Componentes Principales %

Agua 87,0- 88,0
Grasa 2,8-4,0
Proteinas totales 3,1-3,5
Proteinas verdaderas 3,0-3,1
Nitrogeno No Proteico (NNP) 0,15-0,2
Caseina 2,3-25
Albumina 0,50
Globulina 0,05
Lactosa 4,5-5,0

Minerales (calcio, magnesio, fésforo, sodio, potasio,

0,7-1,0
cloro, azufre)
Extracto Seco Total 12,1- 13,0
Extracto Seco No Graso 8,5-9,0

Componentes Menores

Fosfolipidos y esteroles

Vitaminas lipo e hidrosolubles
Sustancias nitrogenadas no proteicas
Gases

Pigmentos

Enzimas

Acidos

1.5.1 Grasa.

La grasa de la leche esta constituida en su mayor parte por triglicéridos
(98%). Estos estan acompafiados de pequefias cantidades de mono y
diglicéridos, colesterol libre y ésteres de colesterol, acidos grasos libres,
vitaminas A, D, E, carotenoides, xantéfilas y fosfolipidos. Estos ultimos
constituidos  principalmente por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol, fosfatidilserina, esfingomielina, etc., que representan

aproximadamente el 1% de la grasa.



Como se menciono, la grasa se encuentra en forma de glébulos esféricos
en emulsion en el suero. En la leche sin homogeneizar, el tamafio de estos
glébulos varia entre 2- 10 um. En el centro del glébulo se encuentran
basicamente el colesterol, las vitaminas y los triglicéridos de bajo punto de
fusion. Rodeando a éstos se encuentran los triglicéridos de mayor punto de
fusion junto con fosfolipidos, formando una membrana en forma de bicapa
gue tiene asociada una gran cantidad de proteinas (entre ellas enzimas),
metales, etc. Estos glébulos estan cargados negativamente, con lo cual se
repelen favoreciendo la emulsion. Sin embargo la presencia en la membrana
de globulinas con propiedades aglutinantes hace que los glébulos tiendan a
formar grandes agregados de gldébulos grasos y se separe la fase grasa
cuando se deja la leche en reposo. La homogenizacion de la leche hace que
esto no ocurra ya que el tamafno de los glébulos disminuye y se producen
cambios en la superficie de los mismos, haciendo que se incorporen

proteinas del suero que presentan menor tendencia a la aglutinacion.

Respecto a los acidos grasos presentes en la grasa lactea, se encuentran
aquellos de cadena corta y media, como el butirico (que es especifico de la
leche de rumiantes), caprico y laurico. Tiene alta concentracion de acidos
grasos saturados y poca cantidad relativa de insaturados, sin embargo el
contenido y composicion de éstos puede variar por factores tales como

especie, estadio de lactancia, raza, dieta, etc.

Un comentario especial merece el color de la leche. El color blanco puede
estar influenciado por la presencia de mayores o menores concentraciones
de carotenos, ya que se disuelven en la materia grasa y su presencia
depende de la alimentacion del animal. Cuando las vacas son alimentadas
con pasturas frescas, la grasa se enriquece en estas sustancias y adquiere

un tono mas amatrillo.

1.5.2 Proteinas.

Hay dos tipos de compuestos nitrogenados en la leche, las proteinas y las
sustancias no proteicas, conocidas como nitrdgeno no proteico (NNP). Se

diferencian por el tamafio de sus moléculas, en donde las proteinas estan
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compuestas por uniones complejas de aminoacidos que forman estructuras

de pesos moleculares desde los 12000 hasta los 380 kD.

Dentro del grupo de las proteinas se puede distinguir entre las caseinas y
las proteinas del lactosuero. Las caseinas constituyen el 80% de las
proteinas totales de la leche, tienen un gran nimero de aminoacidos de
importancia y se dividen en cuatros subgrupos (a, B, K y y-caseina). Se
agrupan en polimeros constituidos por centenares o miles de moléculas
individuales y como se dijo antes, se encuentran en suspension coloidal
formando micelas esféricas de caseina. Dentro de las micelas también hay
presencia de calcio, fosfato, citratos y magnesio que ayudan a mantener
esta suspension, siendo la carga de las micelas negativas. Estas proteinas
son de gran importancia en la industria lactea para la elaboracion de quesos

y productos fermentados.

Por otro lado, las proteinas del lactosuero suponen el 20% del total y
presentan una gran afinidad por el agua, estando solubilizadas en ella. Estan
conformadas por a- lactoalbumina, B- lactoglobulina, albumina sérica,
proteasas-peptonas, inmunoglobulinas, lactoferrina, transferrina, etc. Suelen
guedar en el suero de la leche en la elaboracion del queso, especialmente
en los quesos maduros y se pueden separar del suero por procesos de
ultrafiltracion, siendo en las Ultimas décadas de gran importancia para la
industria de los alimentos dado que tienen un alto valor nutritivo (Bhat and
Bhat, 2011; Ozer and Kirmaci, 2010).

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina de 80 KDa, producida por las
células epiteliales de las mucosas de los mamiferos. Pertenece a la familia
de las proteinas trasportadoras de hierro, denominadas trasferrinas. La Lf
presenta una alta homologia entre especies, localizandose en secreciones
mucosas como lagrimas, saliva, fluidos seminales y vaginales. Sin embargo,
es en la leche y particularmente en su calostro, donde se encuentra en
mayor concentracion. La leche de vaca contiene como término medio 0,1 g/L
de lactoferrina (Fox, 2003).



Actlia como trasportador de metales esenciales en el recién nacido y
es un componente importante del sistema inmune innato, que exhibe
propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas y antivirales,

entre otras.

Por ultimo, cabe destacar la presencia en la leche de numerosas enzimas,
entre ellas las lipasas, fosfatasas y proteasas. Algunas de ellas sirven como
indicadores de la presencia de enfermedades tales como mastitis o del

tratamiento térmico efectuado en la leche.

1.5.3 Lactosa.

Es el principal hidrato de carbono de la leche, seguido de pequefas
cantidades de otros azucares (como glucosa y galactosa), glucolipidos,
glucoproteinas y oligosacaridos.

La concentracion de este compuesto varia a lo largo del ciclo de lactancia
y es el componente mayoritario del extracto seco de la leche. Es el
compuesto que le da el sabor dulce, a pesar de tener menor poder
edulcorante que la sacarosa. Es sensible al calor, pudiendo reaccionar a raiz
de los tratamientos térmicos, formando compuestos pardos en las
reacciones de Maillard o a partir de la caramelizacidon de sus moléculas
(Boelrijk et al., 2003; Fox, 2003). Ademas su presencia es importante para la
elaboracién de leches fermentadas y quesos frescos ya que puede ser

fermentada por bacterias (Bhat and Bhat, 2011).

1.5.4 Minerales y sales.

La leche contiene sales inorganicas como los fosfatos y organicas como
los citratos y estan constituidas por cationes metalicos y aniones organicos e
inorganicos. Los minerales mas importantes en cuanto a su concentracion
son el calcio, potasio, fésforo, cloro, sodio y magnesio y sulfatos y en
concentraciones mas bajas pero no por eso menos importante en su funcion,

se encuentran el zinc, cobre, iodo y hierro (Baré Rodriguez et al., 2010).

Los principales componentes salinos de la leche como el calcio,

magnesio, fosfatos y citratos se encuentran, una parte en la fase coloidal de
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la leche, asociados a las micelas y otra en disolucién. Este efecto se conoce
como “equilibrio idnico de la leche” y es de suma importancia para mantener
la estabilidad de la misma. Este equilibrio es fragil, de manera que
numerosos factores como temperatura, pH, etc. pueden alterarlo. Esta
propiedad es utilizada en numerosos procesos en la industria elaboradora de
productos lacteos, por ejemplo para lograr la correcta coagulacién en el caso
de los quesos, o para mantener la estabilidad en el caso de la leche
esterilizada.

1.5.5 Vitaminas.

La leche contiene una variedad de vitaminas, aunque algunas de ellas
estén presentes naturalmente en pequefias cantidades. Podemos encontrar
en la fase grasa, vitaminas A, D y E y en la fase hidrosoluble tiamina,
riboflavina, vitamina C, Be, B12, niacina y folato (Baré Rodriguez et al., 2010;
Fox, 2003). Ademas puede contener en mayor o menor medida,

carotenoides precursores de la vitamina A (Calderon et al., 2007b).

Algunos de estos compuestos tienen actividad antioxidante y se pueden
agrupar por su modo de accion como antioxidantes preventivos o de ruptura
de reacciones en cadena. Los preventivos actian buscando oxigeno
singulete y fotosensibilizantes excitados que pueden iniciar la oxidacion.
Algunos de los preventivos también estan involucrados en la quelacion de
metales. Los de ruptura de reacciones en cadena participan directamente
deteniendo las reacciones que se han iniciado, actuando en la etapa de

propagacion (Laguerre et al., 2007).

La concentracién de estas vitaminas y sus precursores depende en gran
medida de la alimentacién del ganado y su estado de salud (Lerch et al.,
2015; Noziere et al., 2006b). Debe tenerse en cuenta que en los productos
procesados, en algunos casos como leche descremada, debe ser adicionada
con los compuestos liposolubles (vitaminas A, D, E y carotenos) ya que se

retiran con la fase grasa.

Algunos de estos compuestos se discutirAn en mayor detalle en el punto
1.8.



1.6 Factores que afectan la composicion de la leche.

Son diversos los factores que afectan la composicién y produccién de la
leche, los cuales se dividen en dos grandes grupos, el primero es el que
abarca los factores inherentes exclusivamente al animal. De éstos, los mas
importantes son el grado de desarrollo de la ubre (niumero de células
excretoras), la etapa de la lactacion, el numero de lactancias, la edad, el
tamafo del animal, peso corporal y gestacion, todos estos factores estan
controlados por la genética animal.

El segundo grupo abarca todos los factores de manejo que se les
proporciona a las vacas, como temperatura, humedad, disponibilidad de
agua, adecuada higiene en el ordefio, eficiente retiro de la leche, nimero de
ordefios, cuidado de la salud de los animales y la nutricién. La nutricién y por
ende la dieta suministrada a las vacas es uno de los instrumentos mas
importantes de aplicacion a nivel de productores para modificar los
componentes y mejorar la produccion de leche (Calderon et al., 2006;
Noziére et al., 2006a).

1.7 Dietas pastoriles y calidad de pasturas.

La dieta del animal es cada vez mas considerada por los consumidores
como un criterio importante al juzgar la calidad del producto. En particular,
las dietas a base de pasturas, generan una imagen positiva, de produccion
ecolégicamente sustentable o natural que puede ser objetivamente
confirmada y calificada. Los acidos grasos, los carotenoides y las vitaminas
liposolubles de la leche y los productos lacteos pueden ser reconocidos
como potenciales compuestos trazadores de la alimentacion (Martin et al.,
2005b).

1.7.1 Antioxidantes de los alimentos: vitaminas liposolubles.

Los metabolitos secundarios de origen vegetal son incorporados a los
tejidos a través de la dieta. Entre ellos, el alfa tocoferol es la principal forma
activa de la vitamina E en los tejidos animales. Este isbmero se incorpora

mayoritariamente entre los ocho posibles (alfa, beta, gama y delta tocoferol y
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los respectivos tocotrienoles) que se encuentran naturalmente en las
plantas. La vitamina E es el principal antioxidante liposoluble incorporado a
las membranas de las células que regula importantes funciones celulares
(Baldi and Pinotti, 2008).

Los niveles de alfa tocoferol en los alimentos son influenciados por la
especie utilizada y dependen principalmente del grado de madurez de la
planta, ademas del método de conservacion de la misma (Hidiroglou and
Batra, 1996; Muller et al., 2007). Pagan et al. (2005) demostraron que la
vitamina E proveniente de fuentes naturales como la pastura era mas
efectiva para aumentar los niveles de tocoferol en plasma de caballos que la
vitamina E sintética. De esta manera se demuestra que es rentable
esforzarse por mantener los niveles de vitaminas en los forrajes conservados
similares a los niveles originales de las pasturas frescas, tanto desde un

punto de vista fisioldgico como economico.

En general, el proceso de ensilado suele conservar mejor estos
compuestos que el de preparacion de heno, siempre y cuando el silo esté
correctamente preservado (Miiller et al., 2007). Esto se consigue, entre otros
factores, evitando la oxidaciéon que se ve aumentada por el calor y la
radiacion ultravioleta. Las hojas contienen mayores niveles de alfa tocoferol
gue los tallos y a medida que envejece la planta la relaciéon hojas-tallo

disminuye, por lo tanto disminuye también el nivel de alfa tocoferol.

Otro grupo importante de compuestos antioxidantes en los alimentos son
los carotenoides. Son productos secundarios de los vegetales que contienen
ocho unidades isoprénicas (C40) y por su naturaleza quimica son pigmentos
naturales. Hay alrededor de 800 carotenoides conocidos, sin embargo
aproximadamente 10 han sido encontrados en los forrajes, mayormente las
xantofilas que contienen oxigeno (luteina, epiluteina, anteraxantina,
neoxantina, violaxantina y zeaxantina) y los carotenos de naturaleza

hidrocarbonada.

El beta caroteno es el pigmento mayormente responsable de la coloracion

amarilla de los productos lacteos. Su origen es exclusivamente del forraje y
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su concentracion también depende principalmente de las especies de
plantas, el estadio de desarrollo y la forma de conservacion de ese forraje.
La mayor concentracion de carotenos se encuentra en las hojas de los
forrajes, entre 5 a 10 veces mas que en los tallos y se degradan facilmente.
Esto es debido a la presencia de numerosos dobles enlaces en estos
compuestos que cuando se corta el forraje para la alimentacion animal sufre
oxidacion e isomerizacion (formacion de isémeros cis- partiendo de su forma
trans), principalmente por la accién del oxigeno atmosférico, el calor y la luz
(Maller et al., 2007). Las concentraciones de luteina y beta caroteno pueden
ser 2 a 3 veces mayores en climas humedos que en climas secos (Noziere
et al., 2006a).

La pastura y el silaje de pastura tienen mayor concentracion de carotenos
gue el maiz o los cereales. Todos éstos contienen mayores proporciones
gue el heno ya que, como se menciond, estos compuestos son degradados
por la luz durante el secado y su posterior preservacion. Las proporciones de
carotenos entre los forrajes cultivados como alfalfa, avena, pasto ovillo,
raigras y trébol entre otros, no varian demasiado entre especies.(Martin et
al., 2005b).

El beta caroteno en la pastura fresca (verde) es la principal fuente de
vitamina A para animales que pastorean, aunque otros carotenoides también
tienen importancia nutricional (Baldi and Pinotti, 2008; Noziére et al., 2006a).
El beta caroteno y la luteina pueden ser utilizados como marcadores de la
alimentacion de los animales con pasturas frescas. Dado que los animales
no sintetizan estas moléculas, una vez absorbidas son depositadas en la
grasa y se las encuentra en leche y carne (Prache et al., 2005). En los
bovinos, el beta caroteno es el que se encuentra en mayor proporcion. La
persistencia de estos carotenoides en la sangre cuando los animales son
llevados a alimentacién en corral es corta, por esto las concentraciones de
estos compuestos podrian servir como buen indicador de alimentacién con

pasturas.

Entonces, como regla general, se puede concluir que las pasturas aportan

mayor concentracion de alfa tocoferol, beta caroteno y luteina que otros
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componentes de la dieta, mientras que los componentes con cereal y
oleaginosas aportan mayores concentraciones de gama tocoferol. El heno
de alfalfa contiene aproximadamente la décima parte de los compuestos que
aporta la pastura fresca (Mdiller et al., 2007).

1.7.2 Antioxidantes en los alimentos: polifenoles.

Otro grupo de compuestos de interés presente en los alimentos para el
ganado son los polifenoles. Estos compuestos tienen funcién antioxidante.
Las moléculas bioactivas en estos compuestos son las isoflavonas que en
las plantas se encuentran unidos a carbohidratos. Entre los forrajes, algunas
leguminosas (ciertos tréboles y alfalfa) contienen niveles altos de
isoflavonas. Pueden constituir hasta 2% de la materia seca en algunas
especies de tréboles (Trifoluim purpureum) y se conservan bien con el
ensilado. En el rumen, las formas activas daidzeina y formononetina son
transformadas en equol. Por otra parte, Besle et al. (2010) encontraron
distintos compuestos fendélicos que pueden ser usados como marcadores de
las dietas del ganado lechero. Los polifenoles y los antocianos en general se

encuentran polimerizados y de esa forma no son absorbidos en el intestino.

1.7.3 Compuestos volatiles de los alimentos como potenciales trazadores de

la dieta animal.

Los terpenos son marcadores directos del tipo de dieta ingerida porque no
son modificados por el metabolismo animal. Ademas, la transferencia de
estos compuestos a la grasa lactea es muy rapida y aparentemente no
habria efecto memoria (Viallon et al., 2000). Este tipo de andlisis seria un
indicador del tipo de alimentacién reciente de los animales. Por esta razén,
la presencia de estos compuestos en leche y productos lacteos podria ser
usada para discriminar condiciones de alimentacion contrastantes (Prache et
al., 2005).

El trans-2-hexenal, originado en las flores, pareceria tener un rol en la
polinizacion de las plantas y podria indicar el estado fenoldgico de las

pasturas en el momento de recoleccion de la leche (Pecetti et al., 2002).
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La oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados de las pasturas genera
aldehidos volétiles. Elevados niveles de estos acidos grasos en las pasturas
frescas pueden relacionarse entonces con una mayor concentracion de
hexanal, como producto final de la degradacion del acido linoleico y de trans-
2-hexenal como resultado de la degradacion de los acidos grasos n-3,
especialmente el linolénico. Estos acidos grasos se pueden oxidar cuando
se corta la pastura fresca, produciendo los correspondientes aldehidos.
Tanto los aldehidos como los terpenos son responsables de los aromas
tipicos de las distintas especies de plantas y pueden encontrarse
posteriormente en leche y productos lacteos.

1.7.4 Acidos grasos en los alimentos.

Los acidos grasos insaturados, especialmente los poliinsaturados (PUFA
n-3) y el acido linoléico conjugado (CLA) podrian ser beneficiosos contra las
enfermedades coronarias (Adler et al., 2013a; Prandini et al., 2007). La leche
y la carne son las Unicas fuentes sustanciales de CLA en la dieta humana y
esto pareceria estar relacionado al consumo de pasturas frescas por parte
de los rumiantes. Hay escasa informacion acerca de la composicion de los
acidos grasos en los lipidos de las pasturas. El pasto fresco contiene una
alta proporcion (50-75%) del total de acidos grasos en la forma de n-3 acido
linolénico. Los perfiles de acidos grasos son caracteristicos a las especies,
dato que confirma que la composicion de los acidos grasos de las pasturas
tiene un considerable control genético (Dewhurst et al., 2001). Esto posibilita
la eleccion de pasturas con altas concentraciones o perfiles de acidos grasos

favorables.

Los factores que influyen en la variacion del perfil de grasas vegetales son
la especie, el estado madurativo, la temperatura y la intensidad de la luz.
Ademas, el intervalo de corte y los factores de manejo tienen una gran
influencia en los niveles de acidos grasos. Las pasturas frescas son mejor
fuente de PUFA que los ensilados ya que la fermentacion y el marchitado
puede hacer disminuir los valores de acidos grasos, en especial el del acido

linoléico (Elgersma et al., 2003).

14



1.7.5 Efecto de la dieta sobre la composicion de la leche cruda.

Los tocoferoles y carotenoides provenientes de las plantas son
transferidos a los productos animales tales como yema de huevo, lacteos,
grasa, etc. en mayor o menor medida. Estos compuestos, en la leche de
vaca y productos lacteos son importantes para la nutricion y salud humana
como antioxidantes y precursores de la vitamina A, (siendo el all-trans-beta

caroteno la provitamina mas importante).

Se debe destacar que los carotenoides son pigmentos, por lo tanto su
presencia es la responsable de modificar el color amarillo de la grasa animal
y de la leche y productos lacteos, en lo que atafie al presente trabajo.

Los consumidores son influenciados por el color de los productos y por
ejemplo para los europeos, el color amarillo de los mismos esta asociado a
las pasturas y por ende se asocia a un sistema de produccién en donde los
animales han pastoreado, o sea, lleva una connotacién “natural” (Prache et
al., 2003).

El perfil beneficioso de acidos grasos que puede proveer una dieta rica en
pasturas, se transfiere rapidamente a la leche y productos lacteos (Chilliard
et al., 2001; Chinnadurai and Tyagi, 2011; Dewhurst et al., 2006; Elgersma et
al., 2004).

Esto llevaria como contrapartida un aumento en la susceptibilidad a la
oxidacion. Sin embargo, este fendmeno esta modulado por la presencia de
antioxidantes que al mismo tiempo se incorporan a través de la dieta. Entre
los antioxidantes liposolubles mas abundantes en el glébulo de grasa se
encuentra el alfa-tocoferol, proveniente de los forrajes o de suplementos (Al-
Mabruk et al., 2004). El beta caroteno capta los radicales en la parte interna
de las membranas lipidicas, cooperando de esta manera con los tocoferoles
(Tsuchihashi et al., 1995). Por lo tanto, la presencia de ambas moléculas

antioxidantes contribuye a la proteccién de la grasa lactea de la oxidacion.
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1.8 Capacidad antioxidante en leche.

Dado que el &rea de alimentos funcionales hace varios afios que esta en
auge, los consumidores aspiran a tener productos con valor agregado pero
sin un aumento sustancial en el costo. Por lo tanto, usar métodos tales como
la alimentacién con pasturas en los sistemas mixtos de produccion en vez
del uso de raciones totalmente mezcladas que suelen demandar mayor
costo puede ser un beneficio, tanto desde el punto de vista de menor costo
de produccién, como desde el punto de vista de obtener un producto con
caracteristicas diferenciales.

Asi como el contenido y la absorcion de macro y micronutrientes en las
dietas varia, entre otros factores con el estado fenolégico de las plantas o su
forma de conservacion, en la leche también varia por factores como por
ejemplo raza, cantidad de pariciones, estadio de lactancia, estado de salud,
etc. (Baldi and Pinotti, 2008; Noziere et al., 2006a).

La vitamina A se encuentra en forma esterificada. La glandula mamaria
absorbe el retinol proveniente del higado, lo esterifica y de esta manera pasa
a la leche (Figura 1-3). Como se mencion0, otra fuente de vitamina A en la
leche son los carotenos de la dieta, especialmente el beta caroteno que es el
precursor que tiene mayor tasa de conversion a vitamina A (6 ug beta

caroteno se convierte en 1 pg de retinol) (Baldi and Pinotti, 2008)

La vitamina A tiene funciones biologicas esenciales en la vision,

crecimiento y desarrollo, inmunidad y reproduccion (FAO/WHO, 2002).

H;

Figura 1-3 Estructura quimica del retinol

Sin embargo el principal efecto protector del retinol puede estar dado en
el ambiente intracelular por los efectos regulatorios en el crecimiento de

células normales, mediado por el control de la expresion de genes de
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factores de crecimiento, ya sea a través de la regulacion de la transcripcion
de genes que responden al retinol o a sus derivados retinaldehido y acido
retinoico (Baldi and Pinotti, 2008).

Los carotenoides presentes en la leche son, en mayor medida el all-trans-
beta caroteno (entre 75- 90% de los carotenoides totales, Figura 1-4),
luteina, zeaxantina y beta criptoxantina (Noziére et al., 2006a).

H;
Hs

/>\T:7\\A/\\
Hs CH; CH;

Figura 1-4 Estructura quimica del beta caroteno

HsC CHs

CH;

Tienen funciones a nivel de comunicacion celular, en la funcion inmune y
en la fertilidad. Su funcion como antioxidante es preventiva desactivando el
oxigeno singulete y ademas actua de forma sinérgica a la vitamina E
(Noziere et al., 2006b). Ademas, la absorcidon del beta caroteno de la leche
es especialmente eficiente, en donde 2 ug de beta caroteno rinde 1 pug de
equivalentes de retinol (Baldi and Pinotti, 2008; Schwartz et al., 2008).

La vitamina E se encuentra principalmente en su forma de isémero alfa,
siendo éste entre el 84- 92% del total (Figura 1-5), mientras que el gama
tocoferol y el alfa tocotrienol participan con aproximadamente 5% cada uno
(Kaushik et al., 2001).

HO
H; H; H;

1 CH3

a-tocoferol: Ry, Ry, R3= CH;

B-tocoferol: Ry, R3= CH; yR,=H
y-tocoferol: Ry, R,= CH; y R;=H
o-tocoferol: Ry=CH;y R, Ry=H

Figura 1-5 Estructura quimica del tocoferol y sus isbmeros
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Es uno de los antioxidantes mas importantes dado que se localiza en las
membranas de los globulos de grasa. Actla tanto como antioxidante
preventivo deteniendo las reacciones en cadena de los radicales libres, por
lo tanto evita o retarda el desarrollo de condiciones inflamatorias vy
degenerativas y esta involucrado en el correcto funcionamiento del sistema
inmune (Baldi, 2005). En la leche ayuda a mantener la integridad de

membrana de los glébulos de grasa.

Los tocotrienoles han cobrado mas interés en los ultimos afios ya que se
ha demostrado que también tienen propiedades como antioxidantes,
neuroprotectores y anticancerigenos, mas potentes que el alfa tocoferol
(Baldi and Pinotti, 2008).

La leche no es una buena fuente de vitaminas D y K y su concentracion
no esta influenciada por la dieta. Si varia a causa de la exposicion de los
animales al sol, ademas de otros factores como el estado funcional del

rumen y cantidad de forraje secado al sol (McDowell, 2006).

En cuanto a las vitaminas hidrosolubles, el acido ascorbico puede actuar
con los radicales libres como el anion radical superoxido y oxigeno singulete,
entre otros. Sin embargo concentraciones bajas pueden promover la
oxidacion lipidica al reducir los metales de transicion o formar complejos que

promueven la formacién de oxigeno singulete (Barrefors et al., 1995).

Se ha descripto un sinergismo entre el alfa tocoferol y el acido ascorbico,
al reducir los radicales tocoferilos generados durante la oxidacion (Laguerre
et al., 2007).

La vitamina A y los carotenoides quedan casi en su totalidad en el seno y
membranas del glébulo de grasa, con cantidades despreciables en el suero.
La vitamina E en cambio se aloja principalmente en la membrana y no en el
seno del glébulo. Por lo tanto, la capacidad de estos compuestos bioactivos
para actuar esta relacionada con la presencia de grasa. Ademas el hecho de
gue estén incorporados a las membranas y globulos tiene implicancias en la
biodisponibilidad de estos compuestos, resultando entonces este medio un

elemento de gran valor como sistema de entrega de nutrientes (Baro
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Rodriguez et al., 2010). Sin embargo, Hayes et al. (2001) encontraron que la
absorcion de vitamina E est4 también ligada a factores inherentes a la
bioquimica de la leche, ya que la incorporacién de esta vitamina aumenta
cuando es suministrada con leche, descremada o no, cosa que no ocurre
cuando es suministrada con jugo de naranja o en forma de capsulas.
También indicaron que hay mecanismos de control que regulan la
incorporacion del alfa tocoferol en las lipoproteinas y tejidos y que este
mecanismo es saturable y puede ser modificado. Este sistema involucra la
modulacién de la proteina de transporte del alfa tocoferol “tocopherol
transport protein” (a-TTP) sintetizada en el higado y que tiene preferencia
por el isémero RRR- alfa tocoferol. Este sistema podria estar exacerbado por
algunos factores ademas de la grasa, como por ejemplo la presencia de

proteinas o péptidos producidos durante la digestion y absorcion de la leche.

Como las vitaminas E y A son incorporadas a través de la dieta, es
importante de estudiar los mecanismos mediante los cuales dichas vitaminas
son incorporadas a los tejidos, estudiar la modulacion de estos mecanismos
por efecto de factores genéticos, nutricionales y ambientales, dado que
conociendo los mismos se podran proponer estrategias con base cientifica

para enriquecer a los alimentos de origen animal en dichos compuestos.

La expresion de genes asociados con el transporte de las vitaminas hacia
los tejidos animales y el estudio de los factores que modulan la misma
constituyen un punto de partida para el estudio de posibles marcadores de

calidad de vitaminas antioxidantes en carne y leche.

Hasta el momento se han descripto dos proteinas asociadas al transporte
de vitamina E a las células (a-TTP y a-TAP) (Stocker, 2004), mientras que
se han descrito al menos 9 proteinas involucradas en el transporte de
vitamina A en sus formas de retinol, retinaldehido y &cido retindico en
plasma y tejidos. Kono and Arai (2015) han publicado una revisién de estos

mecanismos.

Ambas vitaminas ingresan al organismo por medio de la dieta, ya que los

animales no las sintetizan.
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Tanto la vitamina E (existen ocho isomeros naturales-forma RRR-, el alfa,
beta, gama y delta tocoferol y los respectivos tocotrienoles) como la vitamina
A (en forma de retinil esteres o carotenoides) son absorbidas en el intestino
e incorporadas junto a otros lipidos como esteres de colesterol, fosfolipidos,
etc. a los quilomicrones sintetizados por los enterocitos, y liberados al
sistema linfatico, y de alli son incorporados al higado. Respecto de los
tocoferoles, el higado selecciona el isomero RRR-alfa tocoferol sobre las
deméas formas de esta vitamina. El RRR- alfa tocoferol es incorporado luego
a las VLDL y sale de los hepatocitos a la circulacién sanguinea, en donde
alcanzara los 6rganos blanco. Las formas no incorporadas a VLDL, y los
metabolitos del alfa tocoferol, son excretados como CEHCs (Stocker, 2004;
Traber and Arai, 1999).

1.8.1 Mecanismos de oxidacion en leche.

Uno de los roles de la vitamina E y del beta caroteno en la grasa de la
leche es el efecto que ejercen inhibiendo la oxidacion lipidica. Bajas
concentraciones de vitamina E en la leche la hacen susceptible a la
autooxidacion, generando sabor a oxidado. Estos cambios pueden
desarrollarse poco después del ordefie o con el tiempo en el
almacenamiento, especialmente si éste no ocurre en las condiciones
adecuadas. Este efecto protector se ha demostrado efectivo cuando se
suministran suplementos tendientes a aumentar los acidos grasos
poliinsaturados ya que la leche se hace mas vulnerable a la oxidacion. En
estos casos, se observé un aumento en la vitamina E del plasma. En cambio
es menos marcado cuando la manipulacion de la dieta consiste en pasar de
silajes a pasturas. Sin embargo colaboran en mantener la calidad optima de

la materia prima y esto es muy importante para los productos elaborados.

La estabilidad oxidativa de la leche puede estar influenciada
negativamente por factores tales como la presencia de metales de
transicion, cantidad de insaturaciones en los acidos grasos y exposicion a la
luz, que luego dan lugar a la oxidacién inducida por luz, la oxidacion lipidica

y la oxidacion proteica. Estos procesos pueden llevar a la aparicién de off-
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flavors (sabores extrafios) y deteriorar la calidad nutricional de la leche
(Havemose et al., 2004).

La oxidacion inducida por luz se desarrolla en presencia de luz y un
fotosensibilizante como la riboflavina, que en este caso actia como pro-
oxidante. Estas reacciones ocurren en la fase acuosa de la leche y se
forman productos como hexanal, pentanal y dimetilsulféxido (van Aardt et al.,
2005). En nuestro pais la leche fluida se comercializa en envases de
polietiieno laminado, en botella PET o HDPE o tetra brik, todos ellos
resistentes al paso de la luz. En otros paises como Estados Unidos,
aproximadamente la mitad de los envases comercializados son HDPE
transparentes, por lo que el tiempo de exposicién a la luz puede ser de por lo
menos 8 horas (Chapman et al., 2002). En estos casos, la posibilidad de que

ocurran estas reacciones es mucho mas marcada.

La oxidacion lipidica es una reacciéon que se divide en tres etapas, la
iniciacion, propagacion y terminacion. En la iniciacion se forman radicales
libres mediante la sustraccion de un atomo de hidrégeno de los acidos
grasos insaturados (0 de los peroxidos lipidicos, llamados también
hidroperdxidos). Como se menciond previamente, algunos de los iniciadores
gue dan lugar a la formacion de radicales libres son el oxigeno, el calor, la
luz, los metales de transicion y algunas enzimas como la xantina oxidasa y la

lactoperoxidasa.

La segunda etapa es la de propagacion. Se caracteriza por una cierta
acumulacioén de peroxidos lipidicos en donde se crean tantos radicales libres
como los que se consumen. Es en esta etapa donde sucede la oxidacion de
los acidos grasos insaturados como el &cido linoléico y se forman los
productos primarios de la oxidacién (Figura 1-6). Estos compuestos no
tienen color, olor ni sabor. Finalmente en la etapa de terminacion, los
radicales libres provenientes de la descomposicién de hidroperéxidos, se
asocian para formar los productos secundarios de la oxidacién que ya no
son radicales libres (aldehidos, cetonas de bajo peso molecular, etc.). Estos
compuestos son muy estables y son los volatiles responsables de los olores

y sabores caracteristicos e indeseables de la rancidez.
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Un efecto adverso de este tipo de reaccion es la pérdida de antioxidantes
como el alfa tocoferol (Havemose et al., 2004).

—CH=CH—CH,—CH=CH—
13 12 11 10 9
[RH]
Iniciacion:
—CH=CH—CH—CH=CH— (I)
[R]
Prapagacian: — &H—CH=CH—CH=CH— (Il) ~—= —CH=CH—CH=CH—CH—
0, o,
—CH—CH=CH—CH=CH— (IV) —CH=CH—CH=CH—CH —
| |
o [ROO’] [ROO") o
1 |
o o
RH RH
13 12 11 10 9 13 12 11 10 9
—CH—CH=CH—CH=CH— (VI) — CH=CH—CH=CH—CH -
' I
0 0
OH OH

Figura 1-6 Mecanismo de oxidacién lipidica, etapas de iniciacion y
propagacion
Hay muchos factores que intervienen en la oxidacion lipidica y debido a
esto hay muchas maneras de medir estos cambios. Podemos agruparlos
segun se determine la pérdida de acidos grasos insaturados, la
concentracion de productos primarios de la oxidacion o la concentracion de
los productos secundarios. Una forma de medir los productos primarios es a
través del valor peroxido. La desventaja de este método se debe a la

inestabilidad de estos compuestos.

Respecto a la medicién de los productos secundarios, uno de los métodos
mas usados es el del TBARS (Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico).
Al ser productos secundarios estables, este método es un poco mas preciso

y es uno de los mas usados.
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Este ensayo se basa en la capacidad del &cido tiobarbitlrico (TBA) en
reaccionar con el malonaldehido (MDA) formado por la descomposicién de
los lipoperoxidos, formando un cromoéforo rojo con maximo de absorcion a
532 nm. Este complejo coloreado esta formado por la condensacion de dos
moles de TBA y uno de MDA en condiciones &cidas. Las unidades en que se
expresa este ensayo es la cantidad de MDA (en mg) presentes en un kilo de
muestra. Esta prueba se usa para la determinacion de acidos grasos libres,
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y fluidos (orina y suero) a partir de
células o tejidos.

Sin embargo, este método no siempre es el mas adecuado ya que tiene
ciertas desventajas. En las reacciones con cadenas de &cidos grasos,
solamente reacciona con aquellos que contienen por lo menos tres dobles
enlaces, como el acido linolénico, i.e. en el resultado se excluyen los
lipoperéxidos de descomposicion del acido linoléico y oléico. Otra desventaja
es que el TBA no reacciona especificamente con el MDA sino que reacciona
también con otros aldehidos, productos de la degradacion de proteinas y
azlcares, amino acidos y acidos nucleicos. Por ultimo, en muchos lipidos la
formacion del MDA puede ser baja o incluso nula, por lo tanto se veria

comprometida la eficiencia (Laguerre et al., 2007).

Otro enfoque complementario es medir la capacidad antioxidante de los
alimentos. Estos métodos son utiles en la medida que evaluen la actividad
antioxidante global del alimento, ya que generalmente son matrices
complejas. Se pueden dividir en los ensayos basados en la transferencia de
atomos de hidrogeno o la transferencia de electrones. Un ejemplo del primer
grupo es el método ORAC (capacidad de absorbancia del radical del
oxigeno), en donde se mediria la capacidad antioxidante de los aminoacidos

de la leche para actuar donando hidrogeno (Huang et al., 2005).

Otro ensayo usado de transferencia de electrones es el FRAP (poder de
reducir el Fe**). Se basa en que los compuestos antioxidantes como el o-
tocoferol, trolox, vitamina C, &cido Urico y la bilirrubina, entre otros, son
capaces de reducir el hierro. Este, a valores de pH bajos, forma un complejo

férrico con tripiridiltriazina (Fe*-TPTZ) que se reduce a Fe?-TPTZ por
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accion de los compuestos reductores (antioxidantes) y desarrolla coloracion
azul proporcional a la cantidad de hierro reducido, que puede monitorearse
por espectrofotometria, con un maximo de absorcion a 593 nm (Benzie and
Strain, 1996).

Los off-flavors inducidos por luz estan relacionados con la oxidacion
proteica y son detectados en una etapa temprana, antes que la oxidacién
lipidica. Uno de los métodos utilizados para determinar la oxidacion proteica
es mediante la formacién de ditirosina, en donde se supone que la
riboflavina activada reacciona con la tirosina, formando ditirosina. En
sistemas con distintos tipos de alimentos, el inicio de la oxidacién proteica
resultd retardada por la presencia de elevadas concentraciones de
antioxidantes liposolubles incorporados a través de la alimentacion

(Havemose et al., 2004).

Los mecanismos de deterioro de la leche y los productos lacteos estan
entonces altamente influenciados por la calidad de la materia prima ya que la
oxidacion es un fendmeno que en cierto grado puede prevenirse o detenerse
temporalmente por medio de los mecanismos antioxidantes pero sus efectos
no se revierten. Estos fendmenos quimicos complejos que llevan al deterioro
de los productos lacteos afectan directamente la calidad de los mismos,

como por ejemplo la leche en polvo y los quesos.

1.9 Leche en Polvo.

De los 11.300 millones de litros de leche producidos en el pais,
aproximadamente 2.300 millones de litros se destinan a la elaboracién de
leche en polvo y este producto ocupa el 57% (Figura 1-7) de los lacteos

exportados,

(http://www.minagri.gob.ar/site/ subsecretaria de lecheria/lecheria/07 Es
tad%C3%ADsticas/2012estadisticas.jpq)
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Figura 1-7 Exportacién de leche en polvo

Ademas de su utilizacion como tal, mundialmente es usada en la industria
de los alimentos en una amplia variedad de productos. La elaboracion de
leche en polvo obedece principalmente dos objetivos, aumentar la vida util y
disminuir el costo de transporte de la leche. Ademas, la leche en polvo
posee propiedades fisicas y funcionales atractivas para la industria
(Rimpilainen et al., 2015).

La conservacion de la leche y productos lacteos de corta vida atil depende
principalmente de la inactivacion de los microorganismos por distintos
medios. A diferencia de esto, en la leche en polvo, por su baja cantidad de
agua, tiene un tiempo de vida util largo y los métodos de conservacion se
basan principalmente en evitar el deterioro enzimatico o de procesos
guimicos. Sumado a esto, en todos los casos, la calidad de la materia prima

es fundamental para la estabilidad de los productos elaborados (Muir, 2011).

En los productos lacteos, cuando se aborda el tema de vida util, no hay un
criterio general definido ni una o varias mediciones objetivas que determinen
la finalizacion de la misma. En estos casos, los cambios que ocurren,
fisicoquimicos, quimicos o bioquimicos, son los que indican el final de la vida

atil.
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1.9.1 Elaboracién de leche en polvo.

La elaboracion de leche en polvo puede resumirse principalmente en tres

pasos, tratamiento térmico, evaporacién y atomizacion.

El primero es un tratamiento térmico con tres objetivos. El primero es
destruir la totalidad de las bacterias patégenas y la mayoria de las no-
patdgenas, el segundo, inactivar las enzimas que pueden provocar lipdlisis
durante el almacenamiento como las lipasas, y el ultimo, activar los grupos
sulfhidrilos de la B-lactoglobulina al producirse un desdoblamiento parcial de
las proteinas, para favorecer la capacidad antioxidante. Estos grupos tiol
actian como dadores de H y de esta manera inactivan los radicales
lipoperéxidos libres, formandose a su vez radicales tiol (RS") que actian
como productos de terminacion de la lipoperoxidacion (Stapelfeldt et al.,
1997). De esta manera, el tratamiento térmico de la leche antes de la
evaporacion es uno de los principales factores para controlar la estabilidad
oxidativa del producto. Hay tres tipos de tratamientos térmicos que se
aplican, que se distinguen por las temperaturas aplicadas y los usos
posteriores. El polvo obtenido de tratamientos de bajas temperaturas se
elabora sometiendo la leche a entre 70- 75 °C durante 10 seg. Se
caracteriza por tener poca desnaturalizacion de las proteinas y por este
motivo se usa para la elaboracion de polvos instantaneos, quesos tipo crema
y leches cultivadas. El de tratamiento medio se elabora calentando entre
76,5- 85 °C durante 15 a 30 min. Se caracteriza por tener mayor grado de
desnaturalizacion proteica y se usa generalmente para leche condensada
endulzada, leche evaporada, etc. ya que se considera que tiene una buena
estabilidad térmica. Por Ultimo los polvos elaborados de tratamientos
térmicos altos son los sometidos a entre 90 a 120 °C durante 2 min. Estos
tienen mayor grado de desnaturalizacion que los de menores temperaturas.
Al ser corto el tiempo en que la leche esta a alta temperatura, el polvo
resulta ser mas soluble y de mejor sabor, ademas se utiliza en los

panificados.

Luego hay una etapa de evaporacién en donde se concentran los solidos

hasta aproximadamente 45-50%, eliminando aproximadamente el 80% del
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agua. Esta etapa es imprescindible por varias razones. Econdmicamente
seria inviable el secado de leche fluida sin concentrar ya que aumentaria
mucho el consumo de energia por los tiempos prolongados de secado.
Ademas el polvo resultante, a partir de leche concentrada, tiene mayor vida
uatil y particulas més grandes con menos aire ocluido, siendo las condiciones

Optimas para el secado.

Se ha reportado que altas temperaturas de evaporacién durante tiempos
largos y valores elevados de solidos totales aumentan la cantidad de
sedimento sin disolver cuando se reconstituye, caracteristica en general

indeseada en la leche en polvo (Oldfield et al., 2000).

Por dltimo hay una etapa de atomizacion que es clave para determinar
las propiedades de las particulas como el tamafio y la densidad. El liquido es
atomizado y expuesto a una corriente de aire caliente en una camara seca
gue elimina el agua restante. El sélido recuperado es un polvo fino de
particulas esféricas con algo de aire ocluido y luego es separado por filtros o
aire. En esta Ultima etapa el objetivo es que no haya dafio en la
funcionalidad de los componentes constituyentes de la leche o sus

propiedades sensoriales.

1.9.2 Oxidacion de LEP y sus consecuencias sobre la vida util.

Los factores que determinan la vida atil de la LEP obtenida son la calidad
de materia prima, el proceso de obtencion propiamente dicho, en especial
las temperaturas de precalentamiento y evaporacion y las condiciones de
almacenamiento. Respecto a esto ultimo y especialmente para el caso de la
leche entera, uno de los factores mas importantes a tener en cuenta es la
capacidad para mantener valores bajos de humedad para evitar el deterioro
enzimatico. Otras formas de mantener la calidad del producto son el uso de
atmosfera modificada para desplazar el oxigeno, temperaturas de
almacenamiento bajas y envases que no permitan el paso del la luz para no

iniciar la autooxidacion (Muir, 2011).

Un factor de importancia en la calidad de la leche entera en polvo es la

calidad sensorial, que podria definirse a través del color y olor del polvo.
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Estas propiedades son dependientes de la composicién del polvo, la calidad
de la materia prima y el efecto del procesamiento (tratamiento térmico y
almacenamiento). En la LEP, la oxidacion lipidica es la mayor causa de
deterioro de los lipidos con el consiguiente efecto sobre las propiedades
sensoriales (Romeu-Nadal et al.,, 2007). El andlisis sensorial con panel
entrenado es buen detector de la rancidez, obteniendo valores umbrales

muy bajos.

Por este motivo, la concentracion inicial de vitaminas antioxidantes podria
tener una influencia importante en la calidad de la LEP durante el
almacenamiento, especialmente cuando son incorporadas naturalmente en

la leche a través de la alimentacion (Havemose et al., 2004).

La oxidacion en la LEP se puede cuantificar a través de distintos métodos
como la determinacion de hidroperoxidos para evaluar productos de
oxidacion primarios, determinacion de aldehidos de bajo peso molecular
(compuestos volatiles) o determinacion de TBARS para los productos de

oxidacion secundarios, ademas del analisis sensorial.

1.10 Queso con maduracion.

El queso representa una parte del total de los lacteos consumidos. Por lo
tanto, es de interés conocer la composicion nutricional del mismo. Mientras
gue se conocen bien las propiedades nutricionales por su composicién de
macronutrientes, los micronutrientes como acidos grasos, Vvitaminas,
compuestos antioxidantes, minerales y elementos traza esta menos

documentado.

Como se vio, la composicion de la leche con la cual se elabora el queso
puede variar segun un gran numero de factores. Acorde a esto, va a verse
reflejada la composicion del queso. Dependiendo del proceso de
manufactura, puede modificarse la composicién original de la leche. En
general las variaciones que se observaron en leche son parecidas a las que
se transfieren al queso. Hay una correlacion lineal entre los niveles de beta

caroteno, vitamina Ay E en el queso y la grasa de la leche. En el caso del
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beta caroteno, casi el total presente en la leche se recupera en el queso, sin
embargo para las vitaminas A y E los porcentajes de recuperacién son
menores (Hulshof et al., 2006; Lucas et al., 2006).

Los cambios en la elaboraciébn y maduracién del queso dan lugar a
variaciones sensoriales como color y olor. El color amarillo del queso se
debe principalmente a la transferencia de beta caroteno y otros pigmentos
de la pastura. Algunos de los responsables de los aromas son los terpenos,
gue son compuestos con propiedades aromaticas que se transfieren al
gueso, que junto con otras reacciones en la elaboracion y maduracion, son
los responsables de su aroma y pueden ser marcadores de tipo de dieta
(Descalzo et al., 2012).

El queso puede quedar expuesto a la luz durante el procesado, empacado
y distribucion. Durante el madurado la luz puede inducir la degradacion de
lipidos, proteinas y vitaminas, formando off-flavors y produciéndose cambios
en el color que pueden llevar a pérdidas nutricionales y la formacién de

oxidos (Karoui et al., 2007a).

En este contexto el rol de las vitaminas liposolubles y su concentracion
pueden jugar un papel importante en evitar o retardar la oxidacion y
preservar la calidad final del queso (Karoui et al., 2007a; Karoui et al.,
2007Db).

1.11 Metodologia especifica utilizada.

En esta seccion se introducen algunas de las posibles herramientas
analiticas que pueden aplicarse a la determinacién de calidad sensorial de la

leche y productos derivados.

En los dltimos afios, se han desarrollado metodologias de diferentes
caracteristicas, en general no destructivas como la espectroscopia y las
tecnologias que aplican sensores, que posibilitan la determinacién sobre la
muestra misma, a fin de preservar su estructura y relacionarla con las

propiedades sensoriales como el color y el olor.
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El color de la leche y en general, de los alimentos se puede determinar
instrumentalmente mediante espectrocolorimetria en el rango de longitudes
de onda correspondientes a la absorcion de la luz, comprendido en el rango
de los 400 hasta los 700 nm. Los valores de reflectancia asi obtenidos se
pueden medir a través de los parametros L*, a* y b*. Este color en general
puede resultar tanto de la pigmentacion natural del mismo, como del
procesamiento. En muchos casos la interaccion del material en cuestion con
la luz, resulta en cambios que se evidencian en el color. Por ejemplo en la
leche, el color blanco es el resultado de su estructura fisica, en donde las
micelas de caseina y los glébulos grasos dispersan la luz incidente y como
consecuencia exhibe un valor elevado del parametro L* (correspondiente a
la luminosidad). El color amarillo o verde amarillento, se debe a los
carotenoides de la fase grasa (sobre todo en la leche proveniente de los
animales que consumen pasturas) y a la riboflavina presente en la fase

acuosa.

El perfil de olor de la leche puede ser determinado por metodologias de
analisis de espacio de cabeza del olor, a través de una nariz electrénica con
diferentes tipos de sensores. Cada sensor da una sefial especifica de
acuerdo a su naturaleza (pueden ser sensores quimicos o de espectro de
masa), de acuerdo al “estimulo” que recibe a partir del conjunto de volatiles
en dicho material. Este tipo de andlisis no indica cual es el compuesto
responsable de determinado olor, pero si permite clasificar a las diferentes
muestras en grupos similares y decir si una leche determinada pertenece o
no al grupo con el cual se la compara. Por ejemplo es posible diferenciar
leches en polvo de otofio o primavera segun su perfil en nariz electrénica
(Biolatto et al., 2007).

Para determinar cuales son los compuestos responsables de un
determinado tipo de aroma, se usan técnicas de separacion de
cromatografia gaseosa con diferentes tipos de deteccion (las detecciones
mas exactas son las que involucran metodologia de masa) y también se

pueden utilizar técnicas combinadas de olfactometria in vivo con
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cromatografia para determinar compuestos responsables de olores tipicos
(Wardencki et al., 2013).

Como flavor se entiende la combinacion de la estimulacion oral y nasal
(sentido humano del olfato); se han desarrollado también sensores para
medir la estimulacién andloga al sentido humano del gusto. La lengua
electrénica es un equipo que discrimina muestras liquidas, por medio de
sensores acusticos (SW-SAW). El mismo podria utilizarse en conjunto con la
nariz electrénica para desarrollar metodologias de determinacion de flavor
artificial. Cole et al. (2011) lograron discriminar de este modo 100 de las
muestras de agua, jugo y leche. Sin embargo aun no seria posible realizar
estas mediciones en muestras solidas. Para aplicarlo a leche en polvo

deberia realizarse el estudio sobre muestras reconstituidas.

Si bien la espectroscopia de fluorescencia no mide directamente la
calidad sensorial puede utilizarse para determinar compuestos naturalmente
fluorescentes en los alimentos, que puedan ser indicadores de factores que

determinan su calidad.

La identificacion de los distintos fluoréforos que componen la sefial de
fluorescencia es necesaria para que la espectroscopia de fluorescencia sea
aceptada en la industria lactea. Puede haber compuestos que absorben luz
pero no la emiten o compuestos que enmascaran la fluorescencia de otros.
Ademas se debe tener en cuenta que varian las propiedades del compuesto
segun la interaccion con otras moléculas del alimento, polaridad, etc. La
espectroscopia de fluorescencia puede dar informacién importante sobre
varios parametros tales como oxidacion inducida por luz, estructura de
producto, origen geografico, tratamiento térmico, homogenizacion,
coagulacion de leche y cambios durante el madurado. Es importante realizar
estos estudios para optimizar los métodos y condiciones de medicién y
calibracion para cada aplicacion y producto individual (Andersen and
Mortensen, 2008).
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2. MATERIALES Y METODOS.

Se describe en primer lugar el disefio de los ensayos realizados y luego la

metodologia general comun a ellos.
2.1 Disefio de ensayos de campo.

2.1.1 Determinacién de niveles de antioxidantes y oxidacién basal en leche

cruda de tambos comerciales de la cuenca central argentina.

Este ensayo se inicié con el andlisis de la informacion retrospectiva de
leche de empresas lacteas agrupadas por cuenca, representando
aproximadamente el 70% de la produccion nacional. La informacion obtenida
fue el promedio mensual de concentracion de materia grasa y proteina,
desde el afio 1995 hasta el 2001. Sobre estos datos se efectud analisis

estadistico univariado, en el tiempo y por region geogréfica.

Relativo a estos datos, las empresas lacteas suministraron las listas de
los tambos, a los que se les efectuaron encuestas para elaborar tipologias
en relacion a nivel productivo del mismo (litros de leche, porcentaje de grasa
y proteinas), manejo alimenticio (uso de concentrados, silaje, henos: tiempo,
cantidad y tipo), nimero promedio de vacas en ordefie, litros promedio por

vaca/dia, composicion racial del rodeo, etc.

A partir de los datos retrospectivos y de las encuestas, se seleccionaron
45 tambos pertenecientes a las cuencas de Entre Rios, Santa Fe, Buenos
Aires y Cordoba. Estos tambos se estudiaron desde agosto de 2003 hasta
diciembre de 2004 para relacionar la composicion de la leche con variables
de manejo, raciales y productivas y definir el comportamiento estacional de

cada variable analizada.

El nivel de cobertura de los requerimientos nutricionales tiene alta
incidencia no solo sobre el nivel de produccién sino también sobre la
composicion quimica de la leche. Por lo tanto, los rodeos alimentados
adecuadamente durante todo el afio mostraron mayor produccion de leche y
mayores concentraciones de sélidos. Ademas se detectaron cambios en la

composicion quimica de la leche a lo largo del afio, percibido como mayor
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concentracion de grasa y proteina durante el invierno y caida durante el

verano.

Los estudios mencionados hasta aqui fueron realizados en la Estacion
Experimental Rafaela (EEA-Rafaela) de INTA, en el marco del Proyecto N°
520203: “Incremento de la concentracion en la leche de sdlidos utiles y de
compuestos quimicos con propiedades terapéuticas y/o sensoriales a través
de estrategias de alimentacién, de manejo y de la genética”.

De los tambos seleccionados hasta ese punto, catorce fueron elegidos
por similares caracteristicas de alimentacién, concentracion de grasa y
proteina en la leche, tamafio de rodeo, composicién racial y rendimiento
lechero. Se usaron muestras recolectadas a lo largo de los doce meses del
afio 2004. Las muestras de leche cruda tomadas mensualmente de tanques
de frio, fueron de aproximadamente 200 ml cada una y correspondieron a
dos ordefios. Fueron congeladas y mantenidas a -20 °C para los analisis de
vitaminas y a -80 °C para los analisis de oxidacion lipidica y actividad

antioxidante total.

Para el andlisis estadistico de este ensayo se utilizd6 el procedimiento
GLM del SAS para el analisis de las variables alfa tocoferol, beta caroteno,
gama tocoferol, capacidad antioxidante (FRAP) y oxidacion lipidica (TBARS)
a través del tiempo. Este andlisis fue realizado como primera aproximacion
estadistica para determinar si las variables estudiadas presentaron

diferencias entre meses y entre los tambos.

2.1.2 Descripcién quimica de los alimentos usados en las dietas de vacas

lecheras.

Los alimentos analizados fueron los usados habitualmente en la
formulacion de las raciones de los rodeos lecheros. El objetivo de este
analisis fue determinar cual fue la composicién y cudl la oferta de vitaminas,
acidos grasos y compuestos volatiles ya que la alimentacién constituye una
via rapida para modificar la composicién y atributos de la leche y no existen
datos en Argentina sobre este tipo de composicion en alimentos para

animales.
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Los alimentos analizados fueron obtenidos de los distintos ensayos
planteados, entre los afios 2006 y 2008. Se analizaron individualmente o en

algunos casos las raciones totalmente mezcladas.

Los alimentos analizados fueron alfalfa fresca, alimento balanceado,
pellets de soja, expeler de girasol, pellets de girasol, silo de sorgo, silo de
maiz, afrechillo de trigo, semilla de algoddn, avena fresca y heno de alfalfa.

Se realizaron surtidos de cada alimento y se conservaron

aproximadamente dos meses a -20 °C hasta su andlisis.

2.1.3 Efecto de la dieta a través de la inclusién de alfalfa en los niveles de

antioxidantes y oxidacion en leche cruda.

Esta experiencia se llevo a cabo en el tambo experimental de INTA
Rafaela (Santa Fe, 31°11°S; 61°30°W) durante la primavera del afio 2006,
diferenciandose dos periodos: uno pre-experimental de cuatro semanas
(desde el 13/9 al 12/10) y otro experimental de 60 dias (desde el 13/10 al
13/12). Bajo un disefio continuo con mediciones repetidas en el tiempo y
analisis de covariancia se evaluaron dos dietas con las siguientes bases
forrajeras: Pastoreo de alfalfa (A70) versus Silaje (A0). Las dietas se
formularon de manera que fueran isoenergéticas (NRC, 2001). Para el caso
de la dieta A70 se utilizd, bajo un sistema rotativo de franjas diarias, una
pastura de alfalfa con niveles de asignacion donde la participacion en la
dieta consumida fuese como minimo del 70% en base seca. En la dieta AO,
la base forrajera (silaje + heno) debia ser igual o algo superior al 50% de lo
ingerido. En este tratamiento, los animales se mantuvieron en un corral
contiguo a la sala de ordefio, donde se les ofrecio el silaje a voluntad (10%
de rechazo) y distribuido en dos comidas diarias (luego de cada turno de
ordefio). Junto con el silaje se adicionaron expeler de soja y pellets de
girasol (3,5y 1,1 kg/vaca/dia respectivamente) asi como heno de pastura sin
moler en una cantidad no inferior a 1,5 kg/vaca/dia. En los dos tratamientos
se ofreci6 un balanceado a razéon de 9,5 y 6,0 kg/vaca/dia para A70 y AO
respectivamente, repartido en partes iguales en los dos turnos de ordefio e

incorporandose en el de la tarde un antiespumante (60 cc/vaca/dia). Durante
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el periodo pre-experimental se utiliz6 una sola dieta para todas las vacas, la
cual era idéntica a la indicada para el tratamiento AO pero reemplazando el
silaje de sorgo granifero por el de maiz. En todo momento, los animales
tuvieron acceso libre a un sector de sombra natural y agua. Se utilizaron 10
vacas multiparas de raza Holando Argentino de paricion otofial (mayo de
2006) con 576 + 74,0 kg de peso y 128 * 8,4 dias de lactancia al momento
de inicio del ensayo. Al final del periodo pre-experimental, los animales
fueron distribuidos de a pares y al azar en ambos tratamientos de acuerdo al
nivel de produccién de leche de los dos controles realizados en ese periodo
(dos grupos de 5 vacas cada uno). En forma peridédica se realizaron
estimaciones de la oferta y rechazo de los alimentos. En el caso de la
pastura, las mediciones se hicieron con cuadros de 1 m?y cortando a 4- 5
cm del nivel del suelo. Las dietas analizadas fueron isoenergéticas (2,46 y
2,47 Mcal/kg MS para A70 y AO, respectivamente), con mayor contenido
(p<0,05) de proteina en las A70 (16,3 vs 14,3% MS) y mayor fibra en la de
A0 (35,7 vs 33,9% MS para fibra por detergente neutral y 19,3 vs. 16,7% MS

para fibra por detergente acido).

El periodo pre-experimental fue usado como covariable. En el periodo
experimental, se distribuyeron los animales en los distintos tratamientos
dietarios (A70 y AO) y se recolectaron muestras individuales de leche a los 0,

20, 40 y 60 dias. En la Figura 2-1 se presenta un esquema del ensayo.

Se tomaron muestras de leche de vaca individual en cada periodo de
muestreo para todos los analisis efectuados. El contenido de proteina, grasa,
sblidos totales (ST) y sdlidos totales no grasos (SNG) se midieron

semanalmente.

Las muestras de leche para determinacion de color no se congelaron sino
gue se mantuvieron a 4 °C hasta su determinacién. Las muestras para alfa
tocoferol, beta caroteno, retinol, vitamina D3z y acidos grasos fueron
conservadas a -20 °C y las muestras correspondientes a las
determinaciones de TBARS, FRAP, compuestos volétiles y olor por nariz

electronica (NE) fueron alicuotadas y conservadas a -80 °C. Las muestras
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congeladas se analizaron en el término de aproximadamente 1 mes después

de cada muestreo.

e

e 10 Vacas Holando- Argentino
e 4 semanas pre-experimental con dieta de silaje
e Separacién en dos grupos de 5 animales cada uno con similares

niveles de produccion de leche por grupo

5 Vacas 5 Vacas
Tratamiento A70 Tratamiento Control AO
70% Pastura fresca de alfalfa Silaje
} }

A70 to A0 to

A70 ty A0 ty

A70 tso A0 t4o

A70 teo A0 teo

e Pastoreo directo a campo.

e Muestreo de leche cruda de vaca individual, cada 20 dias
durante 60 dias. En cada uno de los muestreos se cuantific
alfa y gama tocoferol, beta caroteno, retinol, vitamina D3,
FRAP, TBA, compuestos volatiles, acidos grasos, color, NE,
macronutrientes y minerales.

Figura 2-1 Esquema general del ensayo efecto de la inclusién de alfalfa en
la dieta
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Los datos de este ensayo se analizaron estadisticamente como
mediciones repetidas en el tiempo usando el procedimiento MIXED del
programa SAS (v8e) con los grupos (A70 y A0), el tiempo (dia 0 a 60) y sus
interacciones como efecto fijo y los animales como variables. Luego del
periodo pre-experimental, en el dia 0, el efecto de la dieta no fue significante
y por lo tanto se incluy6é en el modelo. La separacion de medias se llevo a
cabo usando la opcion PDIFF del LSMEANS. La unidad experimental usada
para ingesta, produccion, contenido de grasa y proteina fue la media por
animal por semana. La unidad experimental usada para la concentracion de
vitaminas, FRAP, FRAPC, TBARS, compuestos volatiles y perfil de olor en
leche fueron los datos de los animales individuales por cada tiempo de
muestreo (10, t20, t40 y t60). En todas las muestras la relacion entre las
mediciones bioquimicas y los sensores de la nariz electronica (NE) fue
evaluado usando el andlisis de regresion PLS (Partial Least Squares,
XLSTAT, 2015) para determinar las correlaciones entre diferentes variables

y su correlacion de Pearson.

La regresion de minimos cuadrados parciales se utilizé para encontrar las
relaciones fundamentales entre dos matrices (X e Y), es decir, un enfoque
de variable latente para modelar la estructura de covarianza en dos
espacios. El modelo de PLS trata de encontrar el sentido multidimensional
en el espacio de X que explica la direccion de la maxima varianza
multidimensional en el espacio Y, y es especialmente pertinente cuando la
matriz de predictores tiene mas variables que observaciones, o sea que es
adecuado para el analisis quimiométrico de los datos (Wold et al., 2001). Las
correlaciones entre parametros individuales se realizaron por la metodologia

de Pearson.

Por otro lado, el agrupamiento de los datos se analizé mediante el uso de
conglomerados jerarquicos (método de Ward) para describir la relacién entre
las muestras correspondientes a cada tratamiento como resultado de la

combinacion de las variables con correlacion significante (p<0,05).

Por dltimo se aplico un analisis discriminante como procedimiento de

clasificacion; este método maximiza la varianza entre y dentro de
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tratamientos. Para la seleccion de variables, se utilizdé la seleccién del
método por pasos de Lambda de Wilks. El criterio que usa el método es un F
de significancia con un maximo de 0,05 para entrar y un minimo de 0,10

para salir. Primero las variables x; fueron transformadas en valores

estandarizados z; donde: z, =X‘—_2X. Se us6 SPSS® Advanced Statistics 12
o

software (SPSS Inc., Chicago, IL).

2.1.4 Efecto de la dieta y la estacion en los niveles de antioxidantes y
oxidacién en leche y productos lacteos.

El estudio comprendi6 dos ensayos iguales realizados en primavera (P) y
otofio (O) en la EEA Rafaela de INTA (31°11'S; 61°30°'W). Se utilizaron 24
vacas lecheras raza Holando Argentino del rodeo experimental (6 primiparas
y 18 multiparas) en estadio medio de lactancia, libres de infecciones
intramamarias (confirmado por analisis bacteriolégico al inicio del ensayo).
Se dividieron en tres grupos de 8 vacas cada uno, segun numero de partos,
rendimiento de leche (L/vaca/dia), concentracion de proteina y grasa. Cada
grupo se distribuy6 al azar entre los tres tratamientos. Inicialmente se realiz6
un periodo pre-experimental de 7 dias, considerado como covariable durante

el cual todos los animales se alimentaron con la misma dieta.

En el segundo periodo de 21 dias de acostumbramiento a las dietas, se
dividieron en los tres grupos asignados y se les alimenté con la dieta
correspondiente a 0, 35 y 70% de alfalfa (A0, A35 y A70 respectivamente).
Por ultimo hubo un periodo experimental de 28 dias en donde se tomaron 2
muestras semanales de la produccion de leche diaria. Sobre estas muestras
se realizo la cuantificacion de alfa y gama tocoferol, beta caroteno,
retinol, vitamina D3, FRAP, TBARS, compuestos volatiles, acidos

grasos, color, NE, macronutrientes y minerales (Figura 2-2).

Los animales se mantuvieron en corrales con sombra y acceso a agua y
alimento. Las dietas fueron formuladas para respetar las diferencias

correspondientes a la alimentacion con alfalfa y fueron isoenergéticas e
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isoprotéicas (NRC, 2001). Se formularon de acuerdo a los datos de energia

y proteina de cada ingrediente individual.

Se cortd y ofrecié diariamente pastura de alfalfa a los animales. Las
raciones se administraron como raciones totalmente mezcladas (TMR)

(20,34 kg MS/vaca/dia) y los remanentes determinados individualmente.
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e 24 Vacas Holstein

e 7 dias pre-experimental, todos los animales con la misma dieta de silaje
e Separacién en 3 grupos de 8 animales cada uno segun nimero de partos,
rendimiento lechero, concentracién de proteinas y grasa.

8 Vacas 8 Vacas 8 Vacas
Tratamiento AO Tratamiento A35 Tratamiento A70

21 dias acostumbramiento 21 dias acostumbramiento 21 dias acostumbramiento

dieta 0% alfalfa dieta 35% alfalfa dieta 70% alfalfa
|LEP AO LEP A35 LEP A70
Queso Reggianito AO Queso Reggianito A35 Queso Reggianito A70

e Pastura cortada diariamente y ofrecida en comedero para los
tratamientos A35 y A70. Dietas administradas como raciones totalmente
mezcladas (TMR).

e Muestreo 2 veces por semana de pool de tanque, durante 28 dias. En
cada uno de estos muestreos se cuantificdé alfa y gama tocoferol, beta
caroteno, retinol, vitamina D3, FRAP, TBA, compuestos volatiles, acidos
grasos, color, NE, macronutrientes y minerales.

Figura 2-2 Esquema general de ensayo de efectos de dieta y estaciones

La leche de cada uno de los tratamientos (total producido por 8 vacas) fue

destinada a la elaboracién de leche entera en polvo (LEP) a escala piloto
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(200 1) utilizando tecnologia estandarizada en una planta piloto a baja escala
de la empresa Sancor en la provincia de Santa Fe, cercana al tambo

experimental, de modo de utilizar las leches luego de obtenidas.

Cada elaboracion const6 de cuatro lotes que fueron analizados en forma

individual.

El inconveniente de la escala piloto utilizada fue un tiempo prolongado de
concentracion de las muestras, con la consiguiente exposicion de las leches
a temperaturas elevadas y por lo tanto mayor posibilidad de aceleracion de
deterioro por temperatura previo al secado spray, pero la etapa de
concentracion, si bien no fue éptima, afectod por igual a todas las leches.

Las LEP recién elaboradas fueron envasadas en bolsas de film de
polietileno bilaminado y guardadas a -20 °C hasta su analisis, o0 en el caso
del ensayo de vida util, se almacenaron como se indica en el punto 2.1.5. En
la Figura 2-3 se muestra un esquema general de la elaboracion de la leche

entera en polvo.

Leche cruda (100 I)

¥

Enfriamiento a 4- 5 °C

P

Estandarizacién (grasa 3,1-3,3%)

P

Calentamiento (90 °C, 2- 3 min)

D

Concentrado (45-50 °C, 48%)

P

Calentamiento (70 °C)

P

Deshidratacién (humedad 2- 3%)

P

Envasado en bolsas de bilaminado

Figura 2-3 Esquema general de elaboracién de leche entera en polvo (LEP)

También se elabor6 queso duro de pasta cocida con 180 dias de
maduracién. En la Figura 2-4 se muestra un esquema general de la

elaboracién del queso reggianito.
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Leche cruda (180 I)
Estandarizacion (grasa/proteina 0,70 + 0,02)
Tratamiento térmico (65°C durante 20 min)

Enfriamiento a 32- 33°C

Adicién de CaCl; (0.02 % (p/v)

P

Acidificacion de &cido lactico hasta pH 6,25

¥

Adicion de fermentos

¥

Coagu

¥

Corte de la cuajada (liras mecanicas)

¥

Agitado y secado (42°C, 15 min)

acion

ol

Coccion (51°C, 3 min)

P

Pre-prensado y moldeo

P

Prensado (20 horas en prensa horizontal)

P

Salado (12°C, a razon de 1 dia por kg de queso)

¥

Maduracion (12°C, 85% de humedad) por un periodo
maximo de 180 dias

Figura 2-4 Esquema general de elaboracién de queso reggianito

Las muestras de leche cruda, LEP y queso para determinacion de alfa y
gama tocoferol, beta caroteno, retinol, vitamina D3, compuestos volatiles,
acidos grasos, color y olor por NE fueron conservadas a -20 °C y las
muestras correspondientes a las determinaciones de TBARS y FRAP fueron
conservadas a -80 °C. En todos los casos, se analizaron aproximadamente 1

mes después de obtenidas.

El andlisis estadistico de las mediciones de composicion se realizaron a 4

conjuntos de leche de tanque para cada tratamiento (A0, A35 and A70). Se
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analizé por analisis de varianza para un disefio completamente aleatorizado
y la comparacion de medias fue realizada por el test de Tukey (a = 0.05),
(SAS, 2004).

La produccion individual de las vacas fue registrada diariamente durante 1
semana para la covariable al inicio del experimento y durante los 28 dias del
ensayo.

Los datos de muestras individuales fueron analizados usando andlisis de
conglomerados jerarquicos (método de Ward) y aplicando un analisis
discriminante (AD) como procedimiento de clasificacion, este método
maximiza la varianza entre y dentro de tratamientos. Para la seleccion de
variables, se utilizo la seleccion del método por pasos de Lambda de Wilks.
El criterio que usa el método es un F de significancia con un maximo de 0,05

para entrar y un minimo de 0,10 para salir. Primero las variables xi fueron

: X, — X .
transformadas en valores estandarizados z; donde: z,=———. Se usé
o

SPSS® Advanced Statistics 12 software (SPSS Inc., Chicago, IL).

2.1.5 Vida util LEP

La leche entera en polvo (LEP) elaborada en el ensayo anterior se envaso
en bolsas de 100 g individuales de film de polietiieno bilaminado con

atmosfera modificada de N para imitar las condiciones de comercializacion.

Las bolsas individuales fueron conservadas en camara a una temperatura
de 20° durante el tiempo de analisis de vida til (18 meses). Mensualmente
se sacaron al azar, 4 bolsas de las distintas elaboraciones de cada
tratamiento y se analizaron las muestras para cuantificar alfa y gama
tocoferol, beta caroteno, retinol, vitamina D3, FRAP, TBARS, compuestos
volatiles, acidos grasos, color, NE y fluorescencia de fase frontal. Para todas
las determinaciones excepto las de fluorescencia, las muestras fueron

reconstituidas para el andlisis.

Para el andlisis estadistico se realiz6 analisis de varianza de dos factores

para el tratamiento (A0, A35 y A70) y tiempo (t0 a t18). El analisis aplicado
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para evaluar las distintas determinaciones en este ensayo se realizd

mediante el paquete estadistico SPSS® version 12 (SPSS Inc., lllinois).

Las variables fueron analizadas mediante un disefo factorial balanceado

con dos factores, tratamiento y tiempo.
El modelo utilizado fue el siguiente:
Yik= U+ Ti + tj + (T t); + gjx donde:
K = media general
T; = efectos fijo del tratamiento
t; = efecto fijo del tiempo
(Tt); = efecto fijo de la interaccion
gk = término del error con que se distribuye N (0,1).
Parai=1...a,j=1...b,k=1...n

Las comparaciones multiples se realizaron mediante el Test de Tukey
(p<0,05).

Se realizaron dos analisis, el primero donde se tomaban los resultados
obtenidos mensualmente en dos etapas, entre 0 (tiempo inicial) y 12 meses
y entre 13 y 18 meses. En este caso, n= 4; T= 3, donde los niveles fueron:
A0, A35 y A70 y t= 13, donde los niveles fueron de 0 a 12 para la primer
etapa de analisis y t= 6, donde los niveles fueron de 13 a 18 para la

segunda.

En el segundo, se analizaron las mismas variables que en el primer caso
pero agregando los resultados obtenidos de los analisis de fluorescencia de
fase frontal. El analisis fue realizado también en dos etapas. En este caso n
y T fueron iguales y t= 8, donde los niveles fueron 1, 2, 3, 4,6, 7,10y 12y

en la segunda etapa, t= 4, donde los niveles fueron 13, 15, 16 y 18.

Se eligieron las variables que fueron estadisticamente significativas en el
efecto evaluado para analizar aplicando Andlisis Discriminante (AD)
mediante el método de seleccion por pasos Lambda de Wilks (stepwise). El
criterio utilizado fue de 0,05 para la significancia maxima de F de entrada y
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0,10 para la significancia minima de F de salida. EI AD maximiza la varianza
entre categorias y minimiza la varianza dentro de las mismas, permitiendo
obtener una ecuacién por la cual las muestras son clasificadas en sus

respectivos tratamientos.

Previo a aplicar el AD, los datos de las variables se transformaron en sus

valores estandarizados, donde z; es la variable estandarizada o)
Esta transformacion permiti6 homogeneizar las magnitudes (peso) entre las
variables (Hair et al., 1999).

2.2 Anélisis comunes alos distintos ensayos

2.2.1 Tratamiento de muestras de alimentos

Se molieron muestras representativas de los distintos alimentos para

realizar los analisis.

A las muestras de alfalfa fresca, silo de maiz y avena fresca se les
determiné la humedad. Para ello, se pesaron con exactitud entre 30 y 50 g

del alimento y se seco en estufa a 100 + 2 °C hasta alcanzar peso constante.

2.2.2 Tratamiento de muestras de leche cruda.

Para las muestras de leche cruda congeladas a -20 °C, se
homogeneizaron las mismas en un bafio de agua a 38-42 °C (Vicking,
modelo Dubnoff) con agitacion suave. Se sacaron del bafio y agitaron por
rotaciéon en el momento de tomar la alicuota correspondiente para evitar la

separacion de las fases grasa y acuosa.

Para el caso de color de leche fluida, la determinacidon se realiz6 en
muestras de leche conservadas a 4 + 1 °C desde la recoleccion hasta el

momento de la medicién (24 h post muestreo).

2.2.3 Tratamiento de muestras de leche en polvo.

Para las muestras de LEP, se reconstituyo la leche tomando 13,0 + 0,1 gr

y agregando agua bidestilada a 42 °C, agitando 5 min para homogeneizar.
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Se llevo a 20 °C y se complet6 hasta llegar a un volumen de 100 ml. Luego

de este paso se realizaron los analisis correspondientes.

2.2.4 Tratamiento de muestras de queso para todos los andlisis.

Para las muestras de queso se tomd una porcién representativa de la
horma, se picé con Moulinex (Philips) y se saco la alicuota correspondiente a
los distintos analisis.

2.2.5 Determinacién de vitaminas antioxidantes (alfa y gama tocoferol, beta

caroteno, retinol y colecalciferol).

> Extraccion de vitaminas de leche cruda y en polvo.

Para la determinacion de las vitaminas antioxidantes se tomaron alicuotas
de 3 ml de la leche homogeneizada, agregando 1 ml de pirogallol (Sigma-
Aldrich, St. Lois, MO, USA) 1% en etanol e incubando durante 2 min a 70 °C
en bafo de agua (Vicking, modelo Dubnoff) con agitacion suave. Luego se
saponificaron las muestras con 300 pl de KOH (s) (Sigma-Aldrich, St. Lois,
MO, USA) durante 30 min en bafio de agua también a 70 °C con agitacion.
Se enfriaron en bafio de agua con hielo hasta temperatura ambiente y se
agregaron 2 ml de agua bidestilada para mejor separacion de las fases. Se
agregaron 12 ml de hexano calidad HPLC y agitando con vortex durante 2
min. Luego, se procedié a separar la fase hexano, repitiendo la operacion
con 5 ml de hexano y juntando la segunda extraccion con la primera. Por
ultimo se evaporé el solvente bajo corriente de nitrdgeno para evitar
deterioro, se resuspendio el extracto en un volumen pequefio (500 ul) de
etanol calidad HPLC y se filtré por membrana de 0,45 pm de porosidad
(Buttriss and Diplock, 1984).

> Extraccidon de vitaminas de queso.

Para la determinacién de las vitaminas se tomaron alicuotas de 0,5 g de
gueso picado y se mezclaron con 10 ml buffer PK 0,05 M pH 7,7 con
homogeneizadora durante 2 min. Luego se pesaron porciones de 1gr del

homogenato de queso, a las que se agregaron 3 ml pirogallol 1% en etanol y
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se incubaron durante 2 min a 70 °C en bafio de agua (Vicking, modelo
Dubnoff) con agitacion suave. A partir de este punto se continué con la

saponificacion y la extracciéon como con la leche.

> Extraccion de vitaminas de alimentos.

Para la extraccién de las vitaminas se pesaron muestras de 5 g del
alimento, se agregaron 25 ml de buffer PK 0,05 M pH 7,7 y se
homogeneizaron durante 2 min con ultraturrax. Se pesaron alicuotas de 1 g
de esos homogenatos, agregando 2 ml de pirogallol (Sigma-Aldrich, St. Lois,
MO, USA) 1% en etanol e incubando durante 2 min a 70 °C en bafo de agua
(Vicking, modelo Dubnoff) con agitacion suave. Luego se saponificaron las
muestras con 300 pl de KOH (s) (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA) durante
30 min en bafio de agua también a 70 °C con agitacion (Buttriss and Diplock,
1984). Se enfriaron en bafo de agua con hielo hasta temperatura ambiente y
agregando 1 ml de agua bidestilada para mejor separacion de las fases. Se
agregaron 5 ml de hexano calidad HPLC y agitando con vortex durante 2
min. Luego, se procedio a separar la fase hexano, repitiendo la operacion
con 5 ml de hexano y juntando la segunda extraccion con la primera. Por
ultimo se evaporo el solvente, se resuspendié el extracto en un volumen
pequefio (500 pl) de etanol calidad HPLC y se filtr6 por membrana de 0,45

Mm de porosidad.

Para el heno de alfalfa en vez de 5 g del alimento se pesaron 2,5 g ya que

con mayor cantidad de muestra no se forma correctamente el homogenato.
Una vez obtenidos los extractos, para la deteccion y cuantificacion de
vitaminas se procedio de igual manera que en el caso de las leches.
> Deteccion de vitaminas.

Las vitaminas se detectaron y cuantificaron por HPLC. Se usaron dos
sistemas con diferentes detectores. Cada uno conté con un desgasificador
de membrana SCM1000 (TSP), una bomba cuaternaria (SpectraSYSTEM
P4000, TSP), columna Alltima C18 (250 mm x 4,6 mm, particula 5 y), una
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interfase  (SN4000, TSP) vy software Chromquest version 4.0
(ThermoFinnigan).

Para el caso del alfa y gama tocoferol y beta caroteno se realiz6 una
dilucién de los extractos resuspendidos, se inyectaron en forma manual en
un loop de 20 pl y se cuantificaron con detector electroquimico (DECADE,
ANTEC LEYDEN) equipado con una celda FLOWCELL con un electrodo de
referencia de Ag/AgCl y uno de trabajo de fibra de carbono. El potencial
aplicado fue de 700 mV. La corrida cromatografica se llevé a cabo de
manera isocratica con una fase movil de etanol/metanol/isopropanol 42:50:8
y NaClO, 20 mM a un flujo de 1 ml/min (todos los solventes calidad HPLC)
de acuerdo a la técnica de de Rijke et al. (1997). En el caso del retinol y
colecalciferol, se inyectaron al sistema HPLC 50 pl de los extractos sin diluir
en un loop de 100 pl en forma automatica mediante un autosampler
(AS3000, TSP) y se cuantificaron con un detector de arreglo de diodos
(UV6000LP, TSP) y de fluorescencia (FL3000, TSP), ambos dispuestos en
serie, de acuerdo a la técnica de Rossetti et al. (2010). La deteccion se llevo

a cabo a 325 nm para el retinol y 265 nm para la vitamina Ds.

> Cuantificacion de vitaminas.

La cuantificacion de vitaminas se efectud utilizando estandar externo
mediante curvas de calibracion de concentracién conocida (DL-alfa tocoferol,
Merck-Darmstadt, Alemania; (+)- gama- tocoferol, beta caroteno y retinol,
todos Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA y colecalciferol, Sigma-Aldrich o
Fluka, St. Lois, MO, USA).

2.2.6 Determinacion de lactoferrina.

Se utilizé un kit comercial y se realizaron las determinaciones de acuerdo
al protocolo suministrado por el laboratorio productor. Kit ELISA para

cuantificacion de lactoferrina bovina (BETHYL Laboratories,Inc.)
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2.2.7 Determinacion de oxidacion lipidica: Compuestos Reactivos al Acido
Tiobarbitarico (TBARS).

La oxidacion lipidica se determin6 por medio del método
espectrofotométrico de TBARS segun Fenaille et al. (2001). Se tomaron por
duplicado alicuotas de 3 ml de leche homogeneizada, se agregaron 2,4 ml
de butilhidroxitolueno (BHT, Biochem) 0,8% en etanol como antioxidante y
2,4 ml de acido tiobarbitdrico 0,25% (TBA, Sigma Aldrich, Buenos Aires,
Argentina) en &cido tricloroacético (TCA, Merck, Darmstadt, Germany) 10%.
Se efectué también un blanco de reactivos en donde se agreg6 a la alicuota
de leche 2,4 ml de TCA 10% (sin TBA) y se trat6 igual que a las muestras
con el reactivo de TBA. Se homogeneizaron en vortex durante 2 min y se
centrifugaron durante 30 min a 6000 g y 4 °C. Se filtraron los sobrenadantes
(filtros Watman nro. 2) y derivatizaron durante 1 h a 70 °C en bafio de agua
(Vicking, modelo Dubnoff). Se midié el maximo de absorcion de las muestras
y el blanco a 530 nm con un espectrofotometro UV/Vis (Lambda Bio 20,
Perkin-Elmer, Rotkreuz, Suiza). Se calcul6 la concentracion usando como
estandar 1,1,3,3 tetraetoxipropane (TEP, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo. USA)
en un rango de concentraciones de 0 a 0,5 pM. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de malonaldehido (MDA)/ kg de leche
fresca o0 mg equivalentes de malonaldehido (MDA)/ kg de LEP, segun

correspondio.

2.2.8 Determinacion de la actividad antioxidante total: Método de Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP).

Se utiliz6 un método colorimétrico en el cual se midié la actividad
antioxidante por reduccion de Fe®*' a Fe?, formando con tripiridyltriazina
(TPTZ) un complejo color azul intenso a pH bajo (Benzie and Strain, 1996).
Este ensayo fue adaptado (Descalzo et al., 2007) para controlar la presencia
de hierro endégeno (en forma de Fe®") en las muestras de leche que pudiera

sobreestimar el valor de FRAP.

Se peso 1 g de la muestra homogeneizada y se centrifugé a 10000 x g a 4

°C durante 30 min. Se tomaron alicuotas de 83 ul del sobrenadante y se
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agregaron a 2500 pl del reactivo de FRAP. Este reactivo estd compuesto por
buffer acetato 300 mM y que contiene 10 mM de TPTZ (Sigma Aldrich,
Argentina, S. A.) en 40 mM HCIl y 20 mM FeCl; (Sigma Aldrich, Argentina, S.
A.). Se incubaron las muestras durante 10 min a 37 °C para permitir el
desarrollo completo de color, se enfriaron en hielo, se filtré6 por membrana de
nylon de 45 pm de poro y se midid la intensidad de color a 593 nm con un
espectrofotometro UV/Vis (Lambda Bio 20, Perkin-Elmer, Rotkreuz, Suiza).
Para descontar el contenido de acido ascorbico (FRAPC) se incubaron las
alicuotas con ascorbato oxidasa 4 U/ml (Sigma-Aldrich, Buenos Aires,
Argentina) durante 15 min a 30 °C antes de agregar al reactivo FRAP y
luego se procedi6 como se describié anteriormente. Para descontar el
contenido de Fe?* endégeno (FRAPO), se prepard el reactivo de FRAP sin el
agregado de FeCl; (reemplazando por agua bidestilada) y se procedio de la

misma manera que para las muestras.

Los valores obtenidos se compararon con una curva de calibracion de
sulfato ferroso (Fe,S0O,4.7 H20, Sigma-Aldrich, Argentina, S.A.) en un rango
de 100 a 1000 puM y se expresaron los resultados como equivalentes de Fe?*

en uM.

2.2.9 Determinacion de Fluorescencia.

Se utilizaron microplacas de 96 pozos con LEP hasta el borde con el
accesorio lector de placas del espectrofotometro de luminiscencia LS55
(Perkin Elmer, Rotkreuz, Suiza) con aberturas de 2,5 y 5 para excitacion y
emisién respectivamente, y valor de corte de 1% para las sefiales de
emision. Como base para la aplicacibn metodolégica se tomaron los
parametros descriptos por Andersen and Mortensen (2008) y Gatellier et al.
(2007).

2.2.10 Andlisis de Color.

El andlisis de color instrumental en la leche se llev6 a cabo de acuerdo a
las metodologias descriptas por Celestino et al. (1997) y por Prache et al.
(2005).
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Las condiciones experimentales fueron: é&rea grande de vision,
observador 10° e iluminante D65. Se utilizé la escala de color CIELab,
determindndose para cada muestra de leche, por triplicado, los siguientes

parametros:
L* luminosidad, L* = 0 para el negro y L* = 100 para el blanco
a*: coordenada verde (valores negativos)- rojo (valores positivos)
b*: coordenada azul (valores negativos)- amarillo (valores positivos)

Para la calibracion del espectrocolorimetro se utilizaron azulejos patrones
blanco y negro (ByK Gardner ®, Inglaterra), los cuales poseen certificado de
aptitud para la calibracion dado por el fabricante. Para el analisis de las
muestras, se utilizaron 30 ml de muestra de leche en cubeta para muestras
liquidas de vidrio especial provista por el fabricante (ByK Gardner ®). Para
evitar la posible interferencia de la luz del ambiente se utilizé un cubo opaco

con fondo blanco, el cual cubre en su totalidad a la cubeta.

2.2.11 Parametros lactologicos de calidad de leche.

Se realizaron con un Milkoscan Minor (Milko Scan Ft 120, Foss Electric,
Hillerdd, Denmark, IDF, 1996). Se determin0 grasa, proteina, lactosa,

cenizas, urea, soélidos no grasos y solidos totales.

2.2.12 Perfil de olor mediante nariz electronica (NE-MS)

Se utilizé un equipo NE-MS Alpha Prometheus (Alpha MOS®, Francia), el
cual consta de tres compartimientos: automuestreador HS100 con capacidad
para 72 viales, NE Alpha Fox 4000 con un arreglo de 18 sensores
semiselectivos de 6xido metélico (sensores MOS) y MS Alpha Kronos que
trabaja con una fuente de iones por impacto electrénico a 70 eV y un

analizador cuadrupolo.

El analisis del perfil de aroma se llevd a cabo mediante la metodologia de
espacio de cabeza estatico. En la misma, una alicuota de 3,0 ml de leche
fluida se coloc6 en un vial de 10 ml (Chromacol®, Inglaterra) y se sell6 con

septa y tapa magnética (Laphapack®, Alemania). Para estabilizar el espacio
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de cabeza se incubaron las muestras en el automuestreador a 50 °C durante
10 min con una agitacién de 500 rpm. El andlisis de las muestras se llevé a

cabo por triplicado.

Para la adquisicion de datos de la NE, se inyectdé 1 ml de espacio de
cabeza arazén de 1 mi/s. El tiempo de adquisicion por muestra fue de 120 s,
con una frecuencia de 0,5 s. El periodo de recuperacién entre adquisicién de
muestras fue de 20 min. El gas de transporte utilizado fue aire
cromatografico N35 (Air Liquide ®).

Para realizar la adquisicién de datos del MS se inyectaron 4 ml de espacio
de cabeza a una razén de 40 pl/s, realizando un promedio de los 90
registros obtenidos por cada adquisicion, siendo el rango de relaciones m/z
estudiados de 50 a 200 amu. El periodo de recuperacion entre adquisicion
de muestras fue de 20 min. El gas de transporte utilizado fue nitrégeno N55,
libre de oxigeno (Air Liquide®) (Irurueta et al., 2005).

2.2.13 Determinacion de acidos grasos.

La determinacion de acidos grasos de los alimentos se realiz6 en el
laboratorio de lipidos del Instituto Tecnologia de Alimentos. Brevemente, se
pesaron 250 mg de muestra seca y agregando 1 ml de estandar interno
C19:0. Luego se agregaron 1 ml de tolueno y 3 ml de 4% HCL en metanol y
se agito a baja velocidad. Se dejo tapado 2 hs en bafio de agua a 70 °C, se
enfrid y neutralizé con 5 ml K,CO3 6%. Se extrajo con 2 ml de hexano y se
analizé por GLC (Alves et al., 2008). Los metil esteres de los acidos grasos
se prepararon de acuerdo a la técnica de (Pariza et al., 2001) y se midieron
empleando un equipo Varian 3800 equipado con un detector de ionizacion.
Los metil esteres se analizaron empleando una columna capilar CP-SIL88 de
100 m y 0,25 mm de diametro interno. La temperatura del horno fue
programada a 70 °C durante 4 min, de 70 a 170 °C a 13 °C/min y finalmente
de 170 a 200 °C a 1 °C/min. Los acidos grasos fueron identificados con

estandar externo PUFA-2 Animal Source, Supelco.

El analisis de acidos grasos de leche cruda, LEP y queso se realiz6 en el

laboratorio de calidad de leche de la EEA Rafaela, INTA. Brevemente, se
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extrajo la grasa de las muestras segun Luna et al. (2005). Los metil ésteres
se prepararon mediante una metandlisis bésica y se midieron en un
cromatégrafo (Perkin EImer modelo Autosystem XL-R 3.5 con detector FID).
Los metil ésters se analizaron empleando una columna capilar CP-Sil88 de
60 m y 0,25 mm diametro interno, usando N, como gas carrier. La
temperatura del horno fue programada a 70 °C durante 4 min, de 70 a 170
°C a 13 °C/min y finalmente de 170 a 215 °C a 1 °C/min. Los &cidos grasos
fueron identificados con estandar externo PUFA-2 Animal Source, Supelco.

2.2.14 Determinacién de compuestos volatiles.

Se utiliz6 una fibra CAR/PDMS/DVB 2cm-50/30mm para extraer y
concentrar los compuestos volatiles de alimentos y leche mediante
microextraccion en fase solida (SPME) seguido de cromatografia gaseosa
(Shimadzu 14-B) con deteccion de llama (CG-FID). Se colocaron 2,0 + 0,1 g
de muestra de alimento o 5,00 + 0,01 ml de leche en un vial color caramelo
con tapa y septa. La fibra se expuso durante 10 min a 45 °C para equilibrar y
50 min para la adsorcion. El inyector se utilizo en modo splittess a una
temperatura de 260 °C y el detector a 280 °C. Se separaron los compuestos
volatiles en una columna capilar ATM5 de 30 m x 0,32 mm di X 1 um. Se uso
el siguiente programa de temperatura, inicial 40 °C durante 4 min, luego a
105 °C a 2 °C/ min, se mantuvo 1 min, luego a 110 °C a 0,5 °C/ min y se
mantuvo 1 min. Finalmente se elevd a 220 °C a 10 °C/ min y mantuvo por
2,5 min. Para la desorcion, se dejo la fibra en el inyector durante 4 min. La
identificacion se realiz6 comparando tiempos de retencidén relativos y la
cuantificacion por estandar interno de 3-CHsciclohexanona y estandares

externos (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina) (Irurueta et al., 2005).

2.2.15 Extraccion de RNA.

> Tejidos animales.

Los tejidos fueron tomados en frigorifico, a minutos de la muerte de los

animales para evitar los procesos degradativos. Se colocaron

53



inmediatamente en nitrégeno liquido y se conservaron a — 80 °C hasta su

procesamiento.

> Toma de muestras de leche.

Se limpio la ubre con alcohol 70%, y se ordefié (descartando el primer
chorro) hasta llenar un tubo estéril de plastico de 50 ml. Los tubos se
colocaron en hielo y se llevaron al laboratorio para realizar inmediatamente

la extraccion.

> Toma de muestras de sangre.

Se realizd a partir de muestras tomadas en la EEA-Rafaela con EDTA
potasico: Los tubos se colocaron en hielo y se transportaron al laboratorio

para su procesamiento (24 hs en heladera).

> Extraccion de RNA de muestras congeladas de tejido.

Se usO el método de TRIZOL (Invitrogen Cat. # 15596-018 contiene
guanidina y fenol). Las muestras se colocaron en un mortero, previamente
tratado con RNAse AWAY®, se cortaron en trozos, se colocaron en Ultra-
Turrax ® (IKA, Alemania) con el agregado de Trizol ® y se homogeneizaron,
. Se tomo el liquido y se transfirid a un tubo de 2 ml. Para muestras de grasa
se centrifugé a 4 °C durante 10 min (13.000 x g) y se transfirio la fase
acuosa que queda entre el precipitado y la capa superior grasosa. Se siguio
el protocolo indicado por Invitrogen, se agrego 0,3 ml de cloroformo a cada
tubo, se agitd vigorosamente 20 seg e incub6 a temperatura ambiente por 2
min. Luego se centrifugé en frio durante 15 min a 13.000 x g, se colecto la
fase acuosa en tubos de 1,5 ml, se agregaron 0,7 ml de isopropanol y se
mezclo sin agitar (por inversién para embeber la preparacién con el alcohol).
Se dej6 reposar 10 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugd durante
5 min. a 13.000 x g descartando cuidadosamente el alcohol. El pellet se lavo
dos veces con etanol 70% (preparado con H,O MilliQ®). En cada lavado el
MRNA se precipité por centrifugacion durante 5 min a 13.000 x g. Se seco el
precipitado al aire y se resuspendié en H,O MilliQ ®. Se colocaron 2 ul en

198 pl de buffer Na,HPO4 1 M para lectura en el espectrofotometro. Se
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tomaron alicuotas de aprox. 1 pug y se corrieron en gel de agarosa al 2% a fin
de determinar la calidad del RNA obtenido.

> Extraccion de RNA de células de leche.

50 ml de leche sin congelar se filtraron a través de una gasa estéril y se
agregaron 50 ul de 0,5 M EDTA acuoso. La leche se centrifugd a baja
velocidad (1800 x g) a 4 °C durante 10 min, se decant6 el sobrenadante y se
limpié la grasa pegada a las paredes del tubo con una toalla de papel
(Carilina ®) limpia. El residuo de células se lavé con 10 ml de PBS
(Dulbecco) pH 7,2 con 10 pl de 0.5 M EDTA acuoso para resuspenderlas.
Las células se centrifugaron a 1800 x g 10 min a 4 °C y se decanto el
sobrenadante. Se procedio con la extraccion de RNA mediante el agregado
de 800 ul de TRIZOL y se resuspendio con la pipeta varias veces hasta lisar
las células. Se transfirio a tubo de 1,5 ml y se dejaron 5 min a temperatura
ambiente. Se agregaron 160 pl de cloroformo, se agitd vigorosamente
durante 20 seg, se incubé 3 min a temperatura ambiente. Se centrifugo a
13.000 x g durante 15 min a 4 °C para separar la fase acuosa, la cual se

transfirié a un tubo limpio.

> Cebadores (primers).
Oligo No Acceso
Nombre Comentarios Secuencia O nombre clon
Affymetrics No Disefiado con Primer 3 NCBI
Antiox Prot
oF BT.5319.1.S1_AT | AGGCATGAGCAACATGACTG NM_174643
PR Prot | 175 bp AATATCTCCCTCCCCCACTG
a-TAP F Bt.12989.1.S1 at GCATCTATGTCCTGCGGTTT AF_432353
a-TAP R 119bp CCCCAACTGTTGCATCTTCT
a-TTP F Bt.13114.1.S1 at CACACTGGGACCCAAAAGTT XM_587081
a-TTPR 151 bp TGAAAGGCATGACGAAACTG
CRABP-1F | BT.396.2.51_A AT | AGGACGGGGACCAGTTCTAC | NM_181028
CRABP-1R | 173 bp CCCCTCCAGAAGAGTTTGTG
CRBP-1F 'EAS}17810.1.81_A_ ATCATGGACTTCCAGGTTGG NM_001025343/AF502256
CRBP-1R 162 bp CTCGTCACCCTCAATCCACT
CRABP2 F Bt.1151.1.S1 At AATGGGAGAGCGAGAACAAA | NM_001008670
CRABP2R | 152 bp CCGGATGTAGACCCTGGTG
XM_587202 (var 1) /
RAR resp F | Bt.24933.1.s1_at GGCAGAAAGTCAACACCGTTT | XM_865132 (var3) Primers
recognize 1 & 3
RARresp R | 223 bp GAGGCCTCTTCTGGTGTCTG
RBP4 F Bt.5318.1.S1 at ACGGACTACGAGACCTTTGC XM_583037
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RBP4 R 247 bp AAGGACACCTTCCATGTTGC

Medrano, J.F. and E. Aguilar-

Cordova. 1990. Genotyping

396 bp GTCCTTGTGCTGGACACCGAC | of bovine kappa-casein loci

TACA following DNA sequence
amplification. Bio/Technology
8:144-146.

CAGGACACCGGCTCCCGGTA

TATGA

> Condiciones de PCR reversa.
Se utilizaron los kits de Invitrogen (Argentina).

Mezcla: para la sintesis de la primera cadena se usaron por cada tubo:
ARN tratado con DNASA (10 ul), Oligo(dT) 20 (50 mM) 2 pl; 10 mM dNTP
Mix 1 pl. Los ingredientes se mezclaron en un tubo, se centrifugo
brevemente y se incubo6 a 70 °C durante 5 minutos. Luego se coloco el tubo
en hielo y se agregaron: 5X RT Buffer 6 pl, RNaseOUT™ (40 U/ul) 1 ul,
SuperScript™ Il RT (200 U/uh)* 1 ul, 0,2 M DTT 1 pl. Como control negativo
se utiliz6 H,O MilliQ ® estéril. ElI contenido se mezclé con la pipeta, se
colecté por centrifugacion y se transfirio al ciclador térmico (Eppendorf,
Alemania), precalentado a 50 °C. Se incub6 durante 50 min y luego se

inactivo por calentamiento a 85 °C por 5 min.
Los productos obtenidos se usaron directamente en la mezcla de PCR

10X PCR Buffer 5 ul, 1X 10 mM dNTP mezcla 1 ul (0,2 mM cada uno), 50
mM MgCl, 1,5 ul, 1,5 mM cebador (primer) directo (10 uM) 1 pl 0,2 uM,
cebador inverso (10 uM) 1 ul, 0,2 uM cDNA y 2 ul Platinum® Taq DNA Pol
0,4 ul 2,0 unidades y agua estéril hasta 50 pl.

Paso [Temperatura °C Minutos
1 95 02:00

2 95 00:30

3 55 00:30

4 72 00:30

5 Repetir 33 veces hacia 2

6 72 10:00

7 Mantener a 16 °C

8 Fin
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Determinacion de niveles de antioxidantes y oxidacion basal en

leche cruda de tambos comerciales de la cuenca central argentina.

El objetivo de este primer ensayo fue obtener informacién sobre la
variabilidad de la composicion antioxidante de la leche obtenida de
diferentes tambos de la Argentina y determinar si existen variaciones
estacionales en dicha composicion a lo largo de un afio. Para ello se
analizaron mensualmente muestras de 8 tambos de la cuenca central de

Argentina, en la zona de Santa Fe.

La disponibilidad y calidad de los alimentos de las vacas lecheras en las
zonas de produccion es altamente variable y presenta una elevada
estacionalidad. De este modo la disponibilidad de forraje, con alfalfa como
principal especie forrajera de la region, presento variaciones en los tambos
estudiados. Los datos de tres de ellos que se presentan en la Figura 3-1 del
documento del Informe Final de Lecheria (Taverna, 2005) ilustran la

variabilidad citada.
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Figura 3-1 Porcentaje de forraje en la dieta por tambo durante 1 afio

Esta figura muestra claramente la falta de homogeneidad en la oferta

pastoril a lo largo del afio para los diferentes tambos muestreados. Mientras
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gue algunos presentaron diferencias estacionales, con mayor oferta de
pastura durante los meses de primavera y verano (tambo 1066), otros
mostraron una distribucion homogénea durante todo el afio (tambo 314) y
algunos una alta variabilidad de oferta independientemente de la estacion
(tambo 1489).

Es de esperar entonces una alta variabilidad de los parametros medidos,
ya que tocoferoles y carotenoides son incorporados a la leche a través de la
dieta.

Este ensayo describe por primera vez la concentracion de vitaminas
liposolubles incorporadas naturalmente en leche cruda destinada a la
produccion comercial. Los valores de la literatura internacional son
sumamente variables y no se contaba con valores medios o de referencia a

nivel nacional.

3.1.1 Concentracion de alfa tocoferol a lo largo de 12 meses.

Como se observa en la Figura 3-2, el contenido de alfa tocoferol vario en
forma estacional a lo largo de los 12 meses de muestreo, con valores
superiores en el periodo enero-marzo, y noviembre-diciembre (ver Tabla 3-1,

pag. 64).
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Figura 3-2 Concentracién promedio y desvio de alfa tocoferol (ug/ml leche)
en leche de todos los tambos evaluados
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Como era de esperar, los desvios obtenidos al considerar tambos tan
disimiles en cuanto a la dieta de las vacas lecheras, han sido muy altos.

En la Figura 3-3 se graficaron dos tambos que mostraron una fuerte
estacionalidad para la concentracion de esta vitamina. Estas diferencias
estacionales resultaron significativas (p< 0,05) al considerar las muestras
trimestralmente, observandose una tendencia a presentar valores superiores

en los meses de primavera-verano.
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Figura 3-3 Concentracién de alfa tocoferol (ug/ml leche) en leche de dos
tambos seleccionados

El perfil anual de alfa tocoferol en estos tambos mostré una correlacion
con el porcentaje de pasturas incluido en la dieta de los animales, como se

puede ver en la Figura 3-1, para el tambo niumero 1489.

Esta distribucion de forraje es caracteristica para la zona de Santa Fe, sin
embargo, algunos tambos de la misma zona presentan perfiles de forraje

mas homogéneos durante el afio (por ejemplo tambo 314, Figura 3-1).

3.1.2 Concentracion de gama tocoferol a lo largo de 12 meses.

La concentracion de esta vitamina en leche también presenté una alta
variabilidad (Figura 3-4). El analisis de los datos mostr6 una diferencia

significativa (p< 0,001) en los tres primeros trimestres del afio respecto del
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ultimo trimestre (periodo primavera), en el cual se observé una caida en su

concentracion y ademas menor variabilidad (ver Tabla 3-1, pag. 64).
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Figura 3-4 Concentracion promedio y desvio de gama tocoferol (ug/ mi
leche) en leche de todos los tambos evaluados

La presencia del isomero gama tocoferol en leche cruda podria
relacionarse con el consumo de oleaginosas (principalmente soja) en forma
de expeler o concentrado, ya que los mismos poseen altas cantidades de
esta vitamina respecto de otros alimentos. La caida de este isbmero en los
meses de verano, podria relacionarse con el incremento de pasturas

naturales (mas ricos en alfa tocoferol) en la dieta de las vacas lecheras.

3.1.3 Concentracion de retinol y beta caroteno a lo largo de 12 meses.

La vitamina A se encuentra presente en tejidos animales
mayoritariamente en forma de retinol o sus ésteres y beta caroteno (pro-
vitamina A). Se determinaron las concentraciones de ambos compuestos

durante el ensayo.

Para el caso del beta caroteno (Figura 3-5) no se observaron diferencias a

lo largo del afio (ver Tabla 3-1, pag. 64).
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Figura 3-5 Concentracion promedio y desvio de beta caroteno en leche de
todos los tambos evaluados (ug/ ml leche).

Tampoco se observaron diferencias al agrupar a los tambos por trimestre.
Las diferencias entre los tambos y las fluctuaciones mensuales de los
mismos, hicieron que el coeficiente de variacion fuera muy elevado. Si se
observo cierta tendencia a la estacionalidad para los tambos con alta

proporcion de pastura en la dieta (Figura 3-6).

16

g
»

P
N

=
[=)

®1489

/
\

Beta caroteno (ug/ml leche)
S
by
°
|
\\
2>

5054

0,4
([ ]
0,2
0,0
&© 1° P N\ o o
2 W W 3 &\8((\ \i\e‘(\
oe¥ WO

Figura 3-6 Concentracién de beta caroteno en leche de dos tambos
seleccionados (ug/ ml leche).

Lo mismo ocurrié en el caso del retinol (Figura 3-7), la concentracion

resulté altamente dependiente de la concentracién de carotenoides en el
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alimento y no se observaron diferencias estacionales en esta vitamina

considerando el total de tambos, como tampoco se observo en los niveles de

beta caroteno (ver Tabla 3-1, pag. 64).
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Figura 3-7 Concentracion promedio y desvio de retinol (ug/ml leche) en la

leche de todos los tambos evaluados

Cuando se observan los tambos individualmente,

variaciones anuales debido a la concentracion de carotenoides en

alimentos como es el caso del beta caroteno (Figura 3-8).
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Figura 3-8 Concentracién de retinol (ug/ml leche) en leche de dos tambos

seleccionados
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3.1.4 Oxidacion lipidica a lo largo de 12 meses.

La variacion medida por el método de TBARS entre los meses resulto
significativa para el ensayo de oxidacién lipidica, lograndose la
diferenciacion de dos grupos (Figura 3-9).
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Figura 3-9 Valores promedio y desvio de TBARS (meq MDA/ kg leche) en
leche de todos los tambos evaluados.

La variabilidad dentro de cada mes de muestreo es alta y ello se
evidencia por los coeficientes de variacion para cada uno de los parametros
ensayados. Este fendmeno es esperable, ya que las leches tienen diferentes
origenes. Sin embargo al intentar comparar los tambos entre si, las
diferencias no fueron significativas; es decir se encontré6 mayor diferencia
debido a la estacion o trimestre de muestreo que a la procedencia de la

leche.

3.1.5 Poder antioxidante total a lo largo de 12 meses.

No se encontraron diferencias estacionales respecto a la capacidad
reductora medida por el método de FRAP (Figura 3-10). Hay una tendencia
a bajar en los meses de otofio, pero debido a la alta variabilidad no se

observan diferencias significativas.

63



700
600 "'| ¥
g 500 T T T T l T
N |
Ij._) 400 5L =5 l T
g 300 4
% 200
o
L 100
0
L P & POIRC S S SN S S S o
& & T T Y Y & E
N S ¢
o Y

Figura 3-10 Valores de FRAP (eq FeSO,) en leche de todos los tambos
evaluados.

A continuacion se presenta la Tabla 3-1 con los promedios y desvios
mensuales de los compuestos analizados y una discusion de los resultados
obtenidos. Se expresan todos los valores en las mismas unidades para

mayor claridad.

Tabla 3-1 Valores promedio de vitaminas, antioxidantes, oxidacion lipidica y
capacidad antioxidante para todos los tambos evaluados.

(0]
5 = o
o o = e = 2
e o I — o o @ 2 2 Q2 g
e 3 5 5 g g 2 S 2 2 3 )
G i = < = 3 3 < A o Z a
Beta
Caroteno 0,699 | 0683 | 0,716 | 0,565 | 0,775 | 05591 | 0,565 | 0,640 | 0,610 | 0,940 | 0,715 | 0,594
(ug/ml +0,136 | + 0,070 | +0,091 | +0,225 | +0,397 | 0,257 | + 0,235 | +0,154 | + 0,260 | +0,398 | + 0,206 | + 0,213
leche)
Gama
Tocoferol | 0,093 | 0,106 | 0,091 | 0092 | 0,103 | 0,068 | 0,094 | 0,131 | 0094 | 0,068 | 0,072 | 0,054
(ug/ml +0,016 | +0,038 | +0,019 | +0,035 | +0,048 | +0,015 | +0,034 | +0,064 | +0,028 | +0,014 | +0,011 | +0,012
leche)
Alfa
Tocoferol 2000 | 1,880 | 1,968 | 1618 | 1,532 | 1,326 | 1503 | 1,252 | 1,495 | 1,787 | 1974 | 1547
(ug/ml +0,392 | +0,358 | +0,454 | +0,577 | +0,679 | +0,436 | + 0,461 | +0,134 | +0,310 | + 0,203 | +0,339 | + 0,276
leche)
Ret/'”‘l" 0,853 | 0916 | 0,816 | 0943 | 097 | 1,024 | 0905 | 0977 | 0,739 | 0998 | 1,037 | 0,888
I(ggh”;) +0,22 | +0,19 | +0,29 | +0,37 | +0,36 | +0,33 | +0,29 | +0,42 | 0,30 | +0,20 | +0,26 | +0,18
Nra. TBA 0172 | 0199 | 0176 | 0108 | 0,101 | 0111 | 0176 | 0,113 | 0079 | 0091 | 0091 | 0,091
(mg eq. ' ’ ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
MDA/KS) +0,055 | +0,071 | +0,064 | +0,042 | +0,032 | +0,033 | +0,085 | +0,080 | +0,020 | +0,023 | +0,019 | +0,018
Fe%AFF(’eS 04 | 4455 | 4402 | 4592 | 3960 | 3790 | 4174 | 4783 | 4335 | 4436 | 5241 | 4851 | 4721
miEToM) +1525 | +56.9 | +633 | +64.7 | +138.7 | +353 | +87.1 | +80.3 | +41.9 | +100.2 | +132.3 | +98.6

Se presentan los promedios +/- desvios
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En el caso del alfa tocoferol, el rango de valores reportados en literatura
varia entre 0,2 a 2,0 ug/ml de leche, para el beta caroteno los mismos
oscilan de 0,05 a 0,4 pug/ml de leche (Barrefors et al., 1995). En los tambos
estudiados por este autor en Suecia, los valores de alfa tocoferol tienen un
promedio de 8 pg/gr grasa (que corresponde aproximadamente a 0,32 pg/ml
leche), valores muy bajos internacionalmente y muy bajos comparados con
los reportados en este ensayo. Para el caso de la vitamina A, Debier et al.
(2005) reportaron valores de varios autores que oscilan entre 0,33 a 0,57
ug/ml leche. También indicaron que las variaciones en estas
concentraciones estdn muy relacionadas con la alimentacion, asi como los

valores de &cidos grasos.

Estos resultados confirman la variabilidad en los niveles de vitaminas
obtenidos en las leches de diferentes tambos, ya que su perfil, asi como el
de los acidos grasos, es modulado por la dieta. Por el mismo motivo se
encontrd variacion estacional también en la concentracion de alfa y gama

tocoferol.

Sin embargo, al realizar el seguimiento de algunos tambos en forma
individual se observé que la concentracion de alfa tocoferol en el primer y
cuarto (primavera- verano) trimestre del afio fueron significativamente mas
altas que el segundo y tercer trimestre. Esto se condice con el aumento de
pastura fresca en la dieta. Estos resultados fueron similares a los
encontrados por Rafalowski et al. (2014) en donde las concentraciones mas
altas de vitaminas correlacionaron con el pastoreo natural en primavera-
verano y las mas bajas con las épocas de encierro de los animales en

invierno en Polonia durante dos afos.

A su vez, el gama-tocoferol es el isdbmero mayoritario en suplementos
como aceites o expeler de soja. Por ello la disminucion que se observé en el
cuarto trimestre, junto con el aumento de alfa tocoferol indicaria un aumento
en la alimentacion con pasturas naturales y menor aporte de silaje.
Asimismo, el contenido de este isdmero fue de casi un orden menos que el
isobmero alfa, esto estd dado por la incorporacion diferencial en el

metabolismo que tienen los distintos isémeros (Schwartz et al., 2008).
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Tomando todos los tambos en conjunto no se encontraron diferencias en
beta caroteno ni retinol. Sin embargo, como en el caso del alfa tocoferol, en
aquellos tambos con alta proporcion de pastura, el beta caroteno mostré una
clara estacionalidad, por lo cual este compuesto pudo asociarse al tipo de
dieta que recibieron las vacas lecheras. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por nuestro grupo de trabajo en el marco del Proyecto Nacional de
Lecheria (Taverna, 2005).

Respecto a la oxidacién lipidica, las leches del periodo estival (enero-
marzo) se diferenciaron claramente de las de otofio-invierno (abril- agosto).
En este ultimo grupo, las leches del mes de julio presentaron diferencias
dentro del grupo. La oxidacion lipidica depende de la composicion de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) en las muestras bioldgicas y por ende de la
alimentacion de los animales. Havemose et al. (2004) reportaron que las
pasturas de verano aportan mayor concentracion de PUFA que las dietas de
silaje (generalmente otofio-invierno), lo cual explicaria el mayor nivel de
TBARS durante el primer trimestre. Rafalowski et al. (2014) también
encontraron una variacion estacional relacionada con el consumo de pastura
en los valores del indice de estabilidad oxidativa en la crema de leche de
tanque analizada durante un periodo de dos afios. Entonces, si bien una alta
proporcion de pastura en la dieta favorece la incorporacion de antioxidantes
naturales a la leche cruda, también modifica la concentraciéon de algunos
acidos grasos poli-insaturados y por ello la susceptibilidad a la oxidaciéon
lipidica.

Para estas mismas muestras, se observé un comportamiento estacional
de ciertos acidos grasos asociados a la disponibilidad y consumo de
pasturas por parte de los animales, observandose valores maximos de trans-
18:1, 18:3 y CLA en el periodo primavera-verano. Sin embargo, esta
tendencia no se observa en el caso del 18:2 (datos no presentados)
(Taverna, 2005).

66



3.1.6 Conclusiones del ensayo.

Se pudo determinar que la composicion de la leche de tambos
comerciales sufrié variaciones en relacion a la concentracion de vitaminas y

Su capacidad antioxidante.

Estas modificaciones, en parte estuvieron asociadas a la oferta o no de
pastura en la dieta ya que hubo una correlaciéon entre la alimentacién del
ganado lechero con la concentracion de estos compuestos de interés. Estos
elementos podrian servir para diferenciar la calidad de la leche, ya que
actualmente los consumidores aprecian el caracter natural de los alimentos

que consumen.

Hasta el momento no se contaba con informacién bien registrada y
sistematizada sobre este tipo de micronutrientes esenciales, siendo éste un
gran avance para la determinacion de la calidad de la leche en nuestro pais,

principalmente en la cuenca central.
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3.2 Descripcion quimica de los alimentos usados en las dietas de vacas
lecheras.

La caracterizacion quimica de las dietas animales provee la posibilidad de
modular la presencia de compuestos biolégicamente activos en los
productos derivados En particular, puede modificar el perfil lipidico,
contenido de vitaminas, estatus antioxidante, etc. de la leche a través de la

alimentacion de las vacas lecheras (Calderon et al., 2007b).

Los recursos forrajeros son esenciales en Argentina, la mayor parte de la
ganaderia bovina de se realiza sobre pastizales y pasturas. La alfalfa
(Medicago sativa L.), es uno de los alimentos mas usados en las dietas de
las vacas lecheras (Castillo et al., 2006) y constituye un componente vital en
los tambos de Argentina. Por ellos es importante caracterizar los nutrientes
esenciales que la misma aporta a la leche junto con los suplementos que se

utilizan en alimentacion animal.

En esta seccion se presentan tablas con las concentraciones de
compuestos antioxidantes, volatiles y acidos grasos de los distintos
componentes de las dietas animales. Se discute la funcidn, presencia y
concentracion de estos compuestos.Antioxidantes naturales: vitaminas

liposolubles.

En el transcurso de cuatro afios de ensayos, se analizaron diferentes
fuentes de alimentos. Los valores resultaron altamente variables ya que,
como se menciond en la introduccion, en las pasturas la produccion de
metabolitos secundarios depende de la naturaleza del cultivar y del estado
fenologico de las plantas, mientras que en los productos procesados,
dependen del tipo de procesamiento y su conservacion, exposicion a la luz,

temperatura, aire, etc.

Como ejemplo, en la Tabla 3-2, (pag 71) se observa que los valores de
gama tocoferol oscilaron entre 6,4 y 16,6 mg/kg MS para alfalfa fresca, 45,7
a 83,9 mg/kg MS para el alimento balanceado y 101,5 mg/kg MS en el
expeler de soja, siendo los de la soja los valores mas elevados que se

encontraron, ya que este vegetal produce gama tocoferol como isémero
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mayoritario de la vitamina E. Los valores reportados por Muller et al. (2007)
para pasturas frescas fueron de alrededor de 4 mg/kg MS y no se encontro
una gran pérdida en el procesamiento de las mismas, a diferencia del alfa
tocoferol o de los carotenos.

El girasol es una fuente de alfa tocoferol por excelencia, no asi de gama
tocoferol cuyos niveles resultaron muy bajos en el expeler correspondiente
(entre 3,3 y 3,6 mg/kg MS). En el aceite de girasol, la proporcion entre los
isdbmeros alfa y gama es de 1% de gama respecto al alfa tocoferol
(Aladedunye and Przybylski, 2013). En el expeler esta proporcion no se

mantuvo, probablemente por el proceso de elaboracién del mismo.

Respecto a los valores obtenidos para el alfa tocoferol, en alfalfa fresca
fueron de 78,3 a 81,5 mg/kg MS, en pastura fresca de avena se observaron
concentraciones menores (16 mg/kg MS) y entre 8 y 55 mg/kg MS para el
heno de alfalfa, variando segun el afio y estacion (Tabla 3-2). En las
pasturas frescas, la relacién encontrada entre el alfa y gama tocoferol suele
ser entre 5y 10 veces menor para el isdmero gama y ésta se mantiene en el

heno de alfalfa.

En pasturas frescas, Muller et al. (2007) reportaron valores de alfa
tocoferol que variaron desde 8 hasta 275 mg/kg MS, en Holcus spp. y
Bromus spp. los valores mas bajos y Festuca pratensis (plantas jovenes) los
mas altos. En esta Ultima especie, en plantas maduras, el valor cae hasta
<50 mg/kg MS y para la alfalfa el valor reportado fue de 70 mg/kg MS,
similar a lo obtenido en nuestros ensayos. En el caso del heno, los valores
de esta vitamina variaron entre 10 y 60 mg/kg MS (con un rango de 10-30 en
la alfalfa) y para el silaje de pasturas entre 30 a 76 mg/kg MS (con un rango
de 30-45 para el caso de la alfalfa). Los valores en el heno fueron muy
similares a los nuestros. La pérdida de vitaminas durante el henolaje es
esperable y oscila entre un 20 y 60% del valor en materia fresca,
dependiendo de las condiciones de procesamiento. Es por esto que se
deben realizar esfuerzos por reducir al minimo esta pérdida para mantener la

calidad de los alimentos (Pagan et al., 2005).
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En los concentrados comerciales los valores de alfa tocoferol variaron
entre 30 y 45 mg/kg MS (Marino et al., 2014). Estos valores son un poco
superiores a las concentraciones medidas en los alimentos balanceados en

nuestros ensayos.

En el caso de los carotenoides de importancia en leche, para el beta
caroteno se obtuvieron concentraciones promedio de 139 mg/kg MS en
alfalfa y 66 mg/kg MS en avena en pasturas frescas. Junto a la luteina con
valores de 481 y 1128 mg/kg MS para alfalfa y avena respectivamente, son
los ingredientes dietarios con mayor proporcién de estos compuestos. Para
el heno de alfalfa, la descomposicién de beta caroteno fue importante,
llegando a representar un 90% de pérdida, con valores finales de entre 0,6-
13 mg/kg MS y no encontrandose concentraciones detectables de luteina.

En los alimentos balanceados comerciales, los niveles de beta caroteno
fueron minimos y de 85 mg/kg MS de luteina. En el silo de maiz utilizado en
los ensayos, los valores fueron de 13 y 41 mg/kg MS para beta caroteno y

luteina respectivamente.

En los concentrados practicamente no se encuentran carotenos, esto se
explicaria por el proceso de coccidon y secado al que son sometidos los
mismos y que degradarian estos compuestos. Ademas, en los concentrados
que provienen del maiz hay que considerar que inicialmente las
concentraciones de estos compuestos son bajas. En ninguna de nuestras

muestras se encontraron concentraciones apreciables, solo trazas.

Prache et al. (2009) reportaron valores entre 40 y 123 ug/g MS para beta-
caroteno (60 ug/g MS para alfalfa) y entre 152 a 437 pg/g MS para la luteina
(152 para alfalfa) en muestras de pasturas tomadas entre primavera (mayo)
y verano (julio). Muller et al. (2007) encontraron valores de beta caroteno de
31-53 mg/kg MS en pastura fresca y entre 10,3 a 44,4 mg/kg MS en silaje y
henolaje de una mezcla de Phleum pratense, Festuca pratensis y una
pequefia proporcion de Agropyron repens (0,45:0,45:0,1). Respecto a la
luteina, 138-211 mg/kg MS para la pastura fresca y 51,9 a 361,6 mg/kg MS
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en silaje y henolaje. Estos valores fueron concordantes con los obtenidos en
estos ensayos.

Variaciones similares a los de Prache et al. (2009) encontraron Calderdn
et al. (2006) en los niveles de carotenoides en pasturas de montafia, con
valores entre 18 y 60,4 pug/g MS para beta caroteno y entre 96 y 262 ug/g
MS para la luteina. Chauveau-Duriot et al. (2010) encontraron una pérdida
promedio de carotenoides de 83% entre las pasturas frescas y el heno,
valores analogos a los reportados en nuestros ensayos, esto podria deberse

al método de conservacion o las condiciones ambientales.

En nuestros ensayos, el silaje de maiz tuvo baja concentracion de
carotenos, en concordancia con resultados de literatura (McDonald et al.,
2010).

La luteina es una de las xantéfilas presentes en los alimentos, ademas de
la criptoxantina y zeaxantina, sin embargo, a pesar de las concentraciones
elevadas de este compuesto en las pasturas, tiene una tasa de conversion

muy baja o practicamente nula en vitamina A (McDonald et al., 2010).

En resumen, como se observa en la Tabla 3-2, las pasturas frescas son
las que presentaron mayores concentraciones de alfa tocoferol, beta
caroteno y luteina entre todos los alimentos estudiados. Los rangos altos
entre valores en un mismo tipo de alimento son debido a variaciones
estacionales, estado fenoldgico y tecnologia de conservacién, entre otros
factores. Ademas, otros componentes de la dieta con menor variacion
también son fuente de antioxidantes, pero su contribucion fue menos

marcada que la de las pasturas.

Tabla 3-2 Concentracién de antioxidantes liposolubles en componentes dietarios

usados en los distintos experimentos.

Promedio o rango (de acuerdo a variabilidad) (mg/kg MS)

Alimento Gama tocoferol  Alfa tocoferol Beta caroteno Luteina
Pastura fresca

Alfalfa 6,4-16,6 79,9 139,5 481,9
Avena 9,1 16,1 66,7 1128,2
Heno Alfalfa 28-41 8,5-55,0 0,6-13,1 nd’
Balanceado comercial 45,7- 83,9 9,2-24,2 <1,1 85,8
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Silo Maiz 20,1
Afrechillo trigo 48,8
Expeler girasol 3,5
Expeler soja 101,5
Pellets Girasol 1,5

17,7
27,5
20,8
7,0
2,4

13,2
nd
nd

0,3
0,4

41,6
nd
nd
nd
nd

nd’: no detectado

3.2.2 Antioxidantes naturales: polifenoles.

Los datos mostrados en la Tabla 3-3 indican que el cumestrol es el

fitoestrégeno mayoritario encontrado en pastura y heno de alfalfa, silo de

maiz, expeler de girasol y afrechillo de trigo. El alimento balanceado mostr6

mayores niveles de daidzeina que los otros componentes de la dieta,

probablemente derivado de la soja. En este experimento no se diferencio

entre las formas aglicona y glucésido dado que la extraccion se llevo a cabo

en medio acido, por lo tanto las isoflavonas son hidrolizadas y convertidas en

su forma aglicona.

Dentro de las leguminosas, la alfalfa es una de las especies con menor

concentracion total de estos compuestos, reportandose 0,9 y 1,47 mg/kg MS

para genisteina y daidzeina respectivamente (Rodrigues et al., 2014).

Tabla 3-3 Concentracién de polifenoles en componentes dietarios usados en los

experimentos realizados en INTA con vacas lecheras

Promedio (mg/kg MS)

Alimento Genisteina Daidzeina  Coumestrol
Pastura fresca

Alfalfa 2,165 5,568 25,821
Heno Alfalfa 2,103 1,962 18,461
Balanceado comercial 1,110 14,061 10,993
Silo Maiz 1,593 5,070 22,731
Afrechillo de trigo 1,085 1,665 14,652
Expeler de Girasol 2,884 2,035 11,943

3.2.3 Compuestos volatiles.

La pastura de alfalfa fue el componente de la dieta que tuvo los valores

mas elevados de compuestos volatiles (Tabla 3-4). El compuesto mayoritario

en la alfalfa, el d-limoneno no sélo fue el terpeno mas abundante, sino que

ademas se lo encontrd en todos los componentes de la dieta. Solamente dos
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compuestos minoritarios, el nerol, y el linalyl acetato fueron encontrados
exclusivamente en la alfalfa. El terpin-4-ol fue encontrado exclusivamente en
el silaje de maiz. Los valores de occimeno fueron el doble en pastura de
alfalfa que los otros componentes y el de linalool fue 4 veces mayor que en
silaje de maiz y afrechillo de trigo. No hay mucha literatura respecto a los
volatiles presentes en alimentos para ganado. Sin embargo, segun Buttery et
al. (1982), el occimeno es un terpeno que esta ampliamente distribuido en la
naturaleza y hasta hace algunos afios era el terpeno mas abundante
reportado en EEUU en flores de alfalfa, seguido en una proporcion mucho
menor por el limoneno. A diferencia de esto, Pecetti et al. (2002) reportaron
en que, en general, la concentracién de terpenos en las flores de alfalfa era
muy baja y que los compuestos mayoritarios eran aldehidos y alcoholes. El
estado fenolégico de las plantas es un factor importante a tener en cuenta en
el momento de analizar los compuestos volatiles presentes y ambos autores

trabajaron sobre flores de alfalfa.

Tabla 3-4 Terpenoides volétiles presentes en componentes dietarios usados en
los ensayos de INTA con vacas lecheras

Promedio Terpenoides (Unidades de Area Relativas)

o 2
3 3 A
o < S ©
s 2 2 _ - < £ 8 8§ _g
c Q Q o) o Q o v o > ©
S} £ S o £ £ S = >, > £5
| E & § & 5§ § % § & § 358 O
Alimento = e 3 = P & Z 3 & 08 ¥
Pastura
fresca
Alfalfa 52,919 0,109 0,164 0,985 nd nd 0,412 0,052 0,021 0,061 0,089 36,1
Avena 2,392 0,086 nd nd nd nd 0,051 nd nd nd nd 12,01
Balanceado 3,586 0,026 0,009 nd nd nd 0,004 nd nd 0,018 0,024 14,29
comercial
Silo de maiz 8,577 0,009 nd 0,116 nd 0,002 0,107 nd nd 0,071 0,122 18,07
Afrechillo de 1,126 nd 0,077 0,136 nd nd nd nd nd 0,044 0,028 8,83
trigo
Expeler de 0,251 nd 0,062 0,072 nd nd nd nd nd 0,017 nd 17,45
Girasol

Coeficiente de variacién promedio de todos los volatiles para cada compuesto dietario.
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En nuestro caso, también en las muestras de alfalfa se encontraron las
mayores concentraciones de aldehidos volatiles comparadas con el resto de
los componentes de la dieta. El mas abundante fue el trans-2-hexenal, como
se observa en la Tabla 3-4. De acuerdo a Pecetti et al. (2002) este es el
volatil mas abundante en estas plantas y proviene de la degradacién de los
lipidos, en particular de la oxidacion enzimatica del &cido linoléico. Ademas,
Tava and Pecetti (1997) reportaron que el trans-2-hexenal era el volatil mas
frecuente en 13 genotipos de alfalfa, coincidiendo de esta manera con
nuestros resultados. Lo mismo sucede con la pastura de avena pero en
menor concentracién. Para el silo de maiz, el aldehido mayoritario fue el 3-
metil-butanal y para los componentes que tienen algun tipo de tratamiento

térmico como el balanceado y el expeler, la cantidad de volatiles encontrada
fue muy baja.

Tabla 3-5 Aldehidos volatiles presentes en los componentes dietarios usados en
los ensayos de INTA con vacas lecheras

Promedio Aldehidos (Unidades de Area Relativas)

© ©
c c
(O] (]
x c
< - 2 — — 2
2z £ 0z & F &E s T 4 .
0 g g @ 4] g o S @ 0 >
) e c X S o s { c S O
Alimento 53 g 2 = e sS2 8 2 s S
Pastura fresca
Alfalfa 0,161 0,363 0,889 6,689 0,056 0,175 0,215 0,235 0,292 30,08
Avena

0,022 0,016 0,360 1,911 nd 0,067 nd 0,039 0,019

Balanceado comercial 0,026 0,008 0,130 nd 0,018 0,058 0,041 nd nd 14,04

Silo de maiz 4,877 0,036 0,129 0,302 0,091 0,292 0,143 nd 0,022 6,62
Afrechillo de trigo 0,020 0,013 0,290 0,030 0,038 0,176 0,017 0,205 0,081 5,11
Expeler de Girasol nd nd 0,192 nd nd 0,154 nd 0,158 nd 14,22

Coeficiente de variacién promedio de todos los volatiles para cada compuesto dietario.

Estos resultados mostraron que la composicion de las dietas podria ser

evaluada por un grupo de volétiles y sus cantidades relativas y no sélo por
un compuesto determinado.

3.2.4 Acidos grasos.

Se evaluaron las concentraciones de los acidos grasos presentes en la

alfalfa utilizada en nuestros ensayos en primavera, verano y otofio. Se
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encontro que la estacion afectaba el extracto etéreo (EE%) y la composicion
de la alfalfa (Tabla 3-6). En otofio aumentan los valores de C18:2 y
disminuyen C16:0, C16:1 y C18:0. Entre primavera y verano las diferencias
estuvieron en C16:1, C18:0, C18:2 y C18:3. El EE% y la contribucién de
C18:2 y C 18:3 fueron mayores en otoflo comparado con las otras

estaciones.

Tabla 3-6 Composicion de acidos grasos (%), extracto etéreo (EE) y mg/g EE de
C18:2 y C18:3 de cultivos de alfalfa en distintas estaciones del afio.

18:3 18:2

1A . . . . . . 0,
Estacion C16:0 C16:1 C180 C181 C18:2 183 EE% mg mg

Primavera 29.,4b 2,4c 5,6b 6,8 16,1a 39,4b 2,0a 0,80a 0,33a

Verano 31,0b 1,8b 6,6¢C 6,9 189b 33,9a 2,2a 0,75a 0,41b
Otono 20,0a 1,5a 3,2a 76 27,4c 40,8b 33b 1,33b 0,89c
%CV 0,80 0,09 0,22 0,61 0,66 1,05 0,07 0,04 0,02

a°\Misma columna con distintas letras difiere significativamente (p<0.05)

En la Tabla 3-7 se muestra la composicién de acidos grasos, de los
distintos componentes de las dietas usados en nuestros ensayos. Como es

de suponer, el perfil de los mismos varia segun el compuesto analizado.

En las pasturas de alfalfa, el acido graso mayoritario fue el 18:3. Esta
podria ser la molécula que origina los aldehidos ramificados, especialmente

el trans-2-hexenal.

Tabla 3-7 . Acidos grasos en componentes dietarios usados en los ensayos en
INTA

Acido graso (%)®

Alimento C16:0 Cl16:1 C180 C181 C182 C18:3 18:3/182 %CV"

Pastura Alfalfa 33.21 5.14 9.06 17.20 13.21 22.06 1.69 14.57
Heno Alfalfa 38.42 3.79 8.73 1456 1841 15.89 0.82 32.88
Balanceado comercial 16.84 0.39 257 27.31 49.58 3.24 0.06 13.69
Silo de maiz 27.97 1.67 7.89 16.74 37.14 8.51 0.23 28.29
Afrechillo de trigo 18.02 0.58 1.69 2123 54.21 4.03 0.07 8.25
Expeler de Girasol 15.72 0.48 478 30.01 48.57 nd nd 13.29

#Coeficiente de variacion de todos los acidos grasos para cada compuesto dietario.
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3.2.5 Conclusiones del ensayo.

La composicion de los alimentos en relacibn a la presencia y
concentracion de compuestos de interés como vitaminas antioxidantes,
acidos grasos poliinsaturados, compuestos liposolubles, etc. esta ligada a la
naturaleza de los mismos, la forma de conservacion y preparacion y en el

caso de los forrajes, la especie utilizada.

Como se menciond, las pasturas modifican muy significativamente la
presencia de determinados compuestos en leche. Dado que muchos
factores afectan estas modificaciones, aun es dificil determinar de antemano

la concentracion suministrada a los animales.

En nuestro pais, es muy poco lo que se ha estudiado respecto a la
composicion de la dieta en cuanto a antioxidantes y terpenos. La correlacion
entre ciertas moléculas asociadas a la dieta puede ser usada en el futuro
para trazabilidad respecto a la alimentacion y/o para conferirle a los
productos lacteos propiedades nutricionales especificas. Por lo tanto, se
podria modular la presencia y concentracion de antioxidantes y terpenos en
la dieta de la vaca lechera en pos de conseguir una alimentacién tendiente a
proveer cantidades adecuadas de estos compuestos para que sean
transferidos a la leche y productos lacteos, obteniendo asi alimentos de

elevada calidad nutricional.

En el siguiente punto se discutira la oferta de los compuestos presentados

en la dieta de los animales y su transferencia a la leche y productos lacteos.

Los recursos forrajeros son esenciales en Argentina, la mayor parte de la
ganaderia bovina de se realiza sobre pastizales y pasturas. La alfalfa
(Medicago sativa L.), es uno de los alimentos mas usados en las dietas de
las vacas lecheras y constituye un componente vital en los tambos de
Argentina. Por ello es importante caracterizar los nutrientes esenciales que
ella aporta a la leche junto con los suplementos que se utilizan en

alimentacién animal.
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3.3 Modificacién en la concentracidon de antioxidantes naturales en leche
mediante la inclusién de alfalfa en la dieta de vacas lecheras.

3.3.1 Composicion general y contenido de antioxidantes en la leche.

Como se observé en el ensayo de evaluacion de leche de tambos
comerciales, la concentracion de vitaminas antioxidantes y oxidacion lipidica
mostré una alta variabilidad asociada a los diferentes meses del afio. Dado
gue esta variabilidad se asocié a su vez a la presencia de pasturas con
valores mas elevados de antioxidantes liposolubles en las leches
procedentes de tambos con alimentacion pastoril, se plante6 un ensayo para
precisar la cinética de incorporacion de estos compuestos en la leche y
asociar el aporte pastorii de la dieta con caracteristicas de calidad
bioquimica, microbioldgica y biologica en la leche.

En algunos paises la percepcion del consumidor respecto de una dieta
pastoril estd asociada a los criterios de produccion ecologicamente
sustentables. Esta leche a su vez puede relacionarse con el aumento en
compuestos nutricionales de interés sensorial y biolégico (Martin et al.,
2005b), como los microconstituyentes liposolubles i.e. la vitamina E y el beta
caroteno en su rol de antioxidantes y los carotenoides en su rol de

provitamina A (Calderén et al., 2007b).

Por ello la hipotesis de trabajo que se planted en este ensayo fue que las
dietas contrastantes en pastura de alfalfa conferirian a la leche
caracteristicas diferenciales que podrian mejorar la calidad nutricional y

sensorial de la misma.

Para ello se tomaron 10 vacas lecheras de lactancia media que se
sometieron durante 20 dias a una dieta de corral, sin aporte de pasturas, tal
como se indicé en la seccidon de materiales y métodos y luego de 20 dias se
separaron en dos grupos, uno de los cuales continu6 con la alimentacion a
base de grano de sorgo, mientras que al otro grupo se lo alimenté con 70%
de alfalfa en un sistema de pastoreo por franjas, de modo que cada animal

recibi6 la dieta de forma individual. En la Tabla 3-8 se ilustra el consumo de
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para cada tipo de dieta A70 (alfalfa 70%) o dieta AO a base de silaje de
sorgo (alfalfa 0%).

Tabla 3-8 Composicion de la dieta para vacas con tratamiento 70% Alfalfa (A70)y
0% Alfalfa (A0).

A70 A0
Alimento Consumo % Total Consumo % Total

Kg/vaca/dia consumido Kg/vaca/dia consumido
Alfalfa 13,4 62,4 0 0
Silo de sorgo 0 0 9,3 46,0
Alimento balanceado 8,1 37,6 54 26,6
Pellets de girasol 0 0 1,0 51
Expeller de soja 0 0 3,1 15,5
Heno 0 0 1,4 6,8
TOTAL 21,5 100 20,2 100

Las dietas fueron isoenergéticas (2,46 and 2,47 Mcal/kg MS para A70 y
A0 respectivamente) y alta fibra con diferencias significativas (p<0,05) para
las dietas AO respecto de A70 (35,7 vs. 33,9% MS para FDN y 19,3 vs.
16,7% MS para FDA).

A continuacion se presentan los datos de composicion de la leche cruda

obtenida del estudio en cada uno de los tratamientos (Tabla 3-9).

Tabla 3-9 Composicion de la leche cruda.

Dieta Tiempo Lipidos Proteinas Lactosa SNG ST RCS pH Acidez
totales  totales (9/100g (g/100g (g/100g (°D)
(9/100g  (g/100g leche) leche) leche)
leche) leche)
A0 0 3,6 3,1 5,2 9,0 12,6 57,8 nd nd
20 3.1 3,2 51 8,9 12,0 103,6 6,7 13,7
40 3,2 3,0 49 8,6 11,8 2153 6,7 12,8
60 3,4 3,1 4,8 8,6 12,0 175,8 6,7 12,3
A70 O 3.1 3,2 5,0 8,9 12,0 139,6 nd nd
20 2,2 3,3 4,8 8,8 10,7 147,2 6,7 14,3
40 2,2 3,2 4,8 8,6 10,5 137,6 6,7 13,5
60 3,2 3,2 4,7 8,5 11,7 222,0 6,7 13,1

"nd: no determinado; SNG: sélidos no grasos, ST: sélidos totales, RCS: recuento de células

sométicas, pH y acidez expresada en grados Dornic

Los niveles de produccion obtenidos fueron elevados teniendo en cuenta

el momento de la lactancia (entre los 128 y 218 dias de lactancia) y con una
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leve pero positiva ganancia de peso. En la dieta A70, la produccion promedio
de leche (31,78 L/vaca/dia) y el rendimiento promedio en proteina (3,22 %)
fueron superiores (p< 0,05) a los valores en la dieta A0 (26,14 L/vaca/dia 'y
3,20% de proteina). Las concentraciones de lipidos totales fueron
especialmente bajas en A70 respecto a las obtenidas en AO (p< 0,01). Salvo
para el contenido de ST el resto de las variables analizadas no fueron
significativamente distintas (p< 0,05). No existieron diferencias significativas

entre semanas ni en la interaccion (p<0,05).

Este resultado es similar al reportado por Boland (2003) que demostro
gue la alimentacion con alto grado de pastura favorece la produccion de
leche y por lo tanto puede ser una opcién para un tipo de produccion lechera

rentable.

Al mismo tiempo se calcularon las cantidades de antioxidantes
consumidos en promedio por las vacas de los tratamientos A70 o A0 (Tabla
3-10).

Tabla 3-10 Consumo diario (mg/v/d) de vitaminas en cada tratamiento

Dieta
Consumo (mg/v/d) 270 0
Gama tocoferol 909,08 1421,41
Alfa tocoferol 404,40 280,55
Beta caroteno 118,40 30,22

(mg/v/d): estimado promedio de cada compuesto (mg) por vaca por dia. A70: pastoreo en alfalfa; AO
alimentacién a corral a base de silage de sorgo

Como se observa en la Tabla 3-10, las vacas del tratamiento A70
consumieron menor cantidad de gama tocoferol y mayor de alfa tocoferol y

beta caroteno que las vacas del tratamiento AO (p< 0,05).

Como el porcentaje de grasa de las leches de la dieta A70 resultaron
menores, en las figuras de incorporacion de vitaminas liposolubles se ilustra
la concentracion de cada vitamina en las vacas individuales relativas al

porcentaje de grasa de la misma leche.
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Sin embargo a los efectos de comparar con datos de literatura, se
consider6 también la concentracion por ml de leche y los analisis
estadisticos, ya sea relativo a grasa o a volumen de leche, mostraron las

mismas tendencias.

En los graficos que se presentan a continuacion, cada cifra de 4 nameros
de la leyenda corresponde a la nomenclatura de una vaca lechera particular.
Las vacas de dieta pastoril A70 se representaron en color verde y las AO en
color naranja. También con lineas gruesas se representan los respectivos

promedios.

3.3.1.1 Vitamina E.

La incorporacion de alfa tocoferol fue mayor en las leches del tratamiento
A70 (Figura 3-11). A los 20 dias se alcanzé un valor maximo en la
concentracion promedio de esta vitamina, mientras que en las leches del
tratamiento AO se mantuvieron en niveles significativamente mas bajos a lo
largo de todo el tratamiento (p< 0,05). Este fenOmeno habia sido observado
por Calderon et al. (2007b) para vacas lecheras de la raza Montbéliarde que
habian recibido una dieta pastoril. El alfa tocoferol se mantuvo en los niveles
alcanzados a los 20 dias durante todo el ensayo (60 dias), demostrando que
la alimentacion pastoril indujo un cambio persistente en la concentracién de

esta vitamina en la leche.
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Figura 3-11 Dindmica de incorporacién de alfa tocoferol a la leche de vacas
alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO)
durante 60 dias de alimentacion.
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Las diferencias entre las leches del tratamiento AO y A70 resultaron
significativas (p<0,05) a partir de los 20 dias de ensayo.

En la Figura 3-12 se observa el efecto contrario para el gama tocoferol. Si
bien en la dieta este isomero fue mayoritario (Tabla 3-10), su incorporacion a

la leche fue diez veces menor a la del isémero alfa.

3358
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2]
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o
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o 9 [
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-
& 10 e — : 3669
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Figura 3-12 Dindmica de incorporacién de gama tocoferol a la leche de
vacas alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% alfalfa) o de silaje de sorgo
(AO) durante 60 dias.

Este fendmeno se debe a la absorcion diferencial de los isomeros de la
vitamina E (Traber, 2013) y también fue observado en otros ensayos
llevados a cabo por el grupo de trabajo (Descalzo et al., 2012). La mayor
concentracion de gama tocoferol fue caracteristica del tratamiento con
alimentacion con grano y resulté aproximadamente dos veces mayor que la

concentracion en el tratamiento A70.

Los isébmeros beta y delta tocoferol fueron encontrados en algunos
alimentos derivados de soja, pero no en la leche, al menos en los niveles
detectables en el sistema de cuantificacion que se utilizé en el presente

trabajo.

En la Figura 3-13 se muestra un cromatograma caracteristico de una
leche de origen pastoril en la cual se observa la diferencia encontrada para

los dos isébmeros en leche cruda.
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Figura 3-13 Cromatograma de tocoferoles y carotenos por deteccion EQ

Este trabajo describe por primera vez la dinamica de incorporaciéon de
isomeros de la vitamina E en leches de vacas alimentadas con dietas
contrastantes en pastura de alfalfa en Argentina y es uno de los pocos que

describen este fendmeno a nivel internacional.

3.3.1.2 Beta caroteno.

La incorporacion de beta caroteno siguio la misma tendencia que el alfa
tocoferol, con una rapida conversidbn que respondiéo al cambio de dieta
(Figura 3-14).

Los niveles alcanzados en estos ensayos son comparables a los
reportados por Calderon et al. (2007b) para vacas lecheras con dietas
pastoriles en la region central de Francia (1,33 mg/ml de leche para
carotenos totales). Estos autores reportaron una rapida incorporacién de
beta caroteno a la leche de vacas que fueron sometidas a un cambio de
dieta con alto contenido de pastura. Entre 7 y 17 dias ya observaron un
aumento cuadratico en la concentracion de beta caroteno en leche.

Asimismo Noziére et al. (2006b), reportaron una rapida pérdida de
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carotenoides en leche al pasar de una alimentacion pastorii a una

alimentacién en base de silaje de granos.

De este modo, el presente ensayo muestra la plasticidad de la grasa

lactea para ser modificada en sus micronutrientes con actividad antioxidante.
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Figura 3-14 Dindmica de incorporacién de beta caroteno a la leche de vacas
alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AQ)
durante 60 dias de alimentacion.

Cabe sefialar que los resultados reportados en esta tesis corresponden al
isomero all-trans beta-caroteno. Se observd también la presencia de un
carotenoide menor, que por las caracteristicas de su espectro de absorcion
corresponderia al 13-cis beta caroteno, que no fue cuantificado por falta de

estandar para confirmar su presencia (Figura 3-13).

3.3.1.3 Retinol.

El beta caroteno es el precursor de la vitamina A con mejor tasa de

conversion. La forma activa de esta vitamina es el retinol.

Su incorporacion en leche cruda siguié el patron observado para el beta
caroteno y se mantuvo en niveles significativamente mas elevados en las

leches de pastura que en las de silaje (p<0,05).

La Figura 3-15 muestra que los valores de retinol en la leche cruda

persistieron a lo largo de todo ensayo.
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Figura 3-15 Dindmica de incorporacion de retinol a la leche de vacas
alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO)
durante 60 dias de alimentacién.

Este resultado es explicado por la eficiencia de transferencia de vitamina
A a través de la glandula mamaria, o de la capacidad de las células en la
glandula mamaria de convertir eficientemente el beta caroteno a vitamina A
(Calderon et al., 2007a).

3.3.1.4 Vitamina D3,

La vitamina D3 o colecalciferol es necesaria para la reproduccion y
lactancia en bovinos. Participa del metabolismo del calcio y del fésforo y su
principal fuente son los forrajes curados a las radiaciones del sol. Por ello se
observo un aumento significativo de esta vitamina en la leche de vacas que
pastorean, ya que al hacerlo, estos animales estuvieron expuestos al sol
(Figura 3-16, p< 0,05).
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Figura 3-16 Dindmica de incorporacion de vitamina D3 a la leche de vacas
alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO)

durante 60 dias de alimentacion.

3.3.1.5 Actividad antioxidante total y acido ascorbico.

La mayor concentracion de antioxidantes en las leches pastoriles

correlacioné en forma positiva con la capacidad antioxidante total en las

leches medidas por la técnica de FRAP.

Estas mediciones,

como se observa en Figura 3-17,

resultaron

significativamente mayores en las leches del tratamiento A70 respecto de A0

(p<0,05).

85



800,0 * 3358
700,0 m - 3645
+
600,0 + ) 3668
= VH S — —\ 3676
= 5000 | 1 P
% 2000 | o X - X 3678
< ’ e,
o ®— 3145
L 300,0 - -
+— 3560
200,0 A =— 3626
100,0 1 3652
0,0 T T T 3669
-10 10 30 50 70
Tiempo (dias)

Figura 3-17 Capacidad antioxidante total medida por la técnica de FRAP de
la leche de vacas alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de
silaje de sorgo (AO) durante 60 dias de alimentacion

Al mismo tiempo se midio la concentracion de acido ascorbico en las
muestras, a fin de determinar si la vitamina C podria estar implicada en la
mayor actividad antioxidante de estas leches. Los resultados que se
obtuvieron se ilustran en la Figura 3-18. El acido ascorbico, medido por
diferencia de potencial reductor tal como se explicé en la seccion materiales
y meétodos, mostro niveles bajos en leche cruda y fueron ligeramente mas
elevados en las leches del tratamiento A0 (27,7 mg/l) que en las del
tratamiento A70 (25,8 mg/l). Los valores obtenidos coinciden con los de
referencia en leche cruda sin tratamiento térmico (Haddad and Loewenstein,
1983). Estos autores describieron que la pérdida por pasteurizacion llega al

20% y por congelamiento hay una pérdida del 8%.

La vitamina C aportdé en promedio un 30% de la actividad antioxidante
total medida por FRAP. Sin embargo esta vitamina no fue el factor
determinante de la diferencia en la actividad antioxidante total entre las
leches A70 y AO y sus valores se mantuvieron relativamente constantes a lo

largo del ensayo.
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Figura 3-18 Dindmica de incorporacién de vitamina C a la leche de vacas
alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO)

3.3.1.6 Lactoferrina.

durante 60 dias de alimentacién

La lactoferrina es una de las proteinas antioxidantes mas importantes de

la leche. Esta proteina podria contribuir a la actividad de la fraccion

hidrosoluble de la leche. Por ello se realizé su cuantificacion por medio de un

ensayo de ELISA, como se menciond en la seccion de materiales y métodos.

Los valores han resultado un tanto superiores a los indicados en literatura

(Figura 3-19). Esto puede deberse a que en general las tablas corresponden

a sistemas productivos diferentes (Fox, 2003)

Por primera vez este trabajo cuantifica lactoferrina en leches en un

sistema modelo productivo de Argentina.
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Figura 3-19 Concentracion de lactoferrina de la leche de vacas alimentadas
con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO) durante 60
dias de alimentacion

La concentracion de esta proteina en leche no fue modulada por la dieta
de silaje 0 pastura, sin embargo ha tenido diferencias asociadas a los
tiempos de muestreo, que si bien han sido significativas (p<0,05), muestran

valores similares o incluso superiores a los encontrados en la literatura.

La lactoferrina puede ser usada como proteina funcional, de ahi su
importancia en leche. Esta proteina tiene diversas actividades. En su sitio
activo liga moléculas de hierro. Esto podria asociarse a un mayor potencial

reductor y/o antioxidante en las muestras.

Sin embargo, la diferencia en la actividad de FRAP, que se observo en
estas leches (Figura 3-17), no puede atribuirse a la lactoferrina, y seria
consecuencia de otras moléculas antioxidantes presentes en forma

diferencial en la leche (Rossetti et al., 2010).

3.3.2 Perfil de acidos grasos e induccién de oxidacion.

La composicion de acidos grasos en los dos tratamientos dietarios se

ejemplifica en la Tabla 3-11, extraida de Paez et al. (2007).

Se observan ciertos acidos grasos a los que el tratamiento no afectd a

través del tiempo de aplicaciéon del mismo (C4, C6, CLA, C20:4 en adelante).
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EXxisti6 interaccion entre el tratamiento y el tiempo evaluado en los siguientes
acidos grasos: C10, C12, C14, C14:1, C15, C16, C16:1, C17, C18, C18:1c,
C18:1t, C18:2c, C18:2t, C24. Se observé que la leche producida por las

vacas del tratamiento A70 tuvo una menor concentracién de acidos grasos

insaturados totales (33,80 vs. 36,89) pero a la vez, una mayor concentraciéon

de &cidos grasos poliinsaturados con dos o mas insaturaciones como los
C18:2t, CLAy C18:3 (5,99 v. 5,21).

Tabla 3-11 Perfil de &cidos grasos de la leche AOy A70

Dieta Significancia
A70 A0 Dieta Tpo Interacc

C4 3,21 +/-0,125 3,52 +/- 0,135 ns ns ns
C6 1,80 +/- ,0071 2,02 +/- 0,078 ns ns ns
C8 1,02 +/- 0,058 1,14 +/- 0,064 ns * ns
C10 2,27 +/- 0,125 2,21 +/- 0,132 ns ns *
Cl0:1 0,26 +/- 0,010 0,26 +/- 0,009 ns * ns
C12 2,79 +/- 0,123 2,45 +/- 0,132 ns * *
Cl4 10,79 +/- 0,344 9,30 +/- 0,359 * * *
Cl4:1 1,04 +/-0,0,29 0,96 +/- 0,032 ns * *
C15 1,26 +/- 0,031 0,94 +/- 0,033 * * *
C16 29,63 +/- 0,617 26,26 +/- 0,650 * ns *
Cil6:1 1,71 +/- 0,071 1,73 +/- 0,078 ns * *
C17 0,72 +/- 0,012 0,64 +/- 0,013 * * ns
C18 8,84 +/- 0,504 12,22 +/- 0,563 * * *
Ci8:1c 21,00 +/- 0,823 25,22 +/- 0,840 * * *
C18:1t 3,80 +/- 0,269 3,51 +/- 0,285 ns * *
C18:2c 2,63 +/- 0,085 2,98 +/- 0,098 * * *
C18:2t 0,40 +/- 0,029 0,15 +/- 0,031 * * *
C18:3 1,03 +/-0,051 0,54 +/- 0,054 * * ns
CLA 1,52 +/- 0,096 1,25 +/- 0,107 ns ns ns
C20 0,03 +/-0,016 0,13 +/- 0,017 * ns ns
C20:4 0,17 +/- 0,008 0,19 +/- 0,008 ns ns ns
C20:5 0,09 +/- 0,016 0,04 +/- 0,016 ns ns ns
C22:4 0,06 +/- 0,028 0,02 +/- 0,028 ns ns ns
C22:5 0,09 +/- 0,014 0,04 +/- 0,015 ns ns ns
C24 0,04 +/- 0,006 0,05 +/- 0,006 ns ns *
Insat Tot 33,80 36,89

PUFA>1 5,99 5,21

PUFA >2 1,44 0,83

'Resultados promedios +/- desviacion estandar de muestras de tres periodos. Los

valores presentados fueron modificados por la covariable. (p<0,05), ns: no significativo

Se observa que si bien la leche A70 presentd mayor proporcion de acidos

grasos poliinsaturados -sobre todo aquellos con dos 0 mas insaturaciones

gue podrian dar compuestos intermediarios de peroxidacion-, no presentaron
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valores de TBARS mayores que las leches del tratamiento AO (Figura 3-20).
Las leches A70 presentan mayores concentraciones de antioxidantes, que
podrian actuar inhibiendo la cadena de oxidacion, dando como resultado un
nivel de TBARS equivalente en las leches A0 y A70, ya que la técnica de
TBARS determina malondialdehido que es un compuesto final de oxidacién,

como se explicd previamente.

La mayor concentracion de antioxidantes se traduciria en una mayor

capacidad antioxidante total en la leche A70 con respecto a la leche AO.

Otra observacion que surge de este ensayo es que la oxidacién medida
por TBARS fue significativa en el tiempo y aument6 en la leche de ambos
tratamientos a medida que transcurrié el ensayo y de la misma manera para
los dos tratamientos. El valor inicial de A0 y A70 del tiempo O fue distinto de
los valores a los 20 dias para A0 y A70 y a su vez, éstos fueron distintos que
A0 y A70 a los 40 y 60 dias. Esta mayor oxidacion podria estar asociada a
mayor temperatura ambiente, indicando que existirian factores ambientales o
interacciones ambiente-metabolismo bovino que podrian afectar de algun

modo la oxidacion espontanea de la leche cruda.

En el primer ensayo expuesto en este trabajo, también se observo una
mayor oxidacion en las leches correspondientes al verano, con temperaturas
ambiente mas elevadas. Bernabucci et al. (2002) describieron que el estrés
caldrico induce niveles mayores de TBARS en eritrocitos de vacas lecheras
en condiciones de produccion. Posiblemente este fendmeno se refleja
también en la glandula mamaria, induciendo la oxidacion lipidica y la
produccion de aldehidos asociados al aumento de la temperatura corporal
de los animales, que podria causar una fragilidad de las membranas

celulares al afectar a los acidos grasos poliinsaturados.

El aumento de TBARS correlacion6 bien (r=0,88) con el aumento en los
valores de hexanal para las muestras de leches provenientes pastura, no asi
las de AOQ. Este aldehido volatil es indicador de oxidacion de acidos grasos,

especialmente PUFA > 18:2, como se observa en la Figura 3-20.
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Figura 3-20 Concentracion de TBARS y Hexanal de leche de vacas
alimentadas con dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO)
durante 60 dias de alimentacion

A partir de los 40 dias se observaron diferencias significativas (p<0,05)
entre los tratamientos dietarios para el hexanal, con un marcado aumento en
las leches de las dietas A70, como consecuencia de su mayor proporcion de

acidos grasos con dos 0 mas insaturaciones.

3.3.3 Parametros de calidad sensorial instrumental.

3.3.3.1 Perfil de olor mediante NE-MS y su relacion con compuestos volatiles.

El aroma de las leches de ambas dietas se determind mediante el uso de
una nariz electronica Alpha MOS, tal como se explicé en la seccién de
materiales y métodos. A su vez en estas leches se determind la presencia de
compuestos aldehidos volatiles indicadores de oxidacion. El hexanal, que
fuera presentado y discutido en conjunto con los valores de TBARS resulto

ser el que se encontré en mayor proporcion.

Otros compuestos tuvieron menor expresion, pero la alta variabilidad en

los resultados no permitié sacar conclusiones respecto a su comportamiento.

Al analizar la leche obtenida en cuanto al aroma determinado mediante el
uso de una nariz electrénica, no se encontraron diferencias claras entre

tratamientos. Se observd la agrupacion de las muestras por tiempo de
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muestreo mas que por la dieta de las vacas lecheras. Es de esperar que las
leches del tiempo 0 se presenten como un grupo Unico, ya que constituyo el

punto de partida y covariable del ensayo.

Como se observa en la Figura 3-21, las leches del tiempo 0O, se separaron
de las de los tiempos 20 y 40 y éstas a su vez de las del tiempo 60.

Estos resultados podrian indicar que el olor instrumental de las leches

estaria relacionado con la induccién de oxidacion en las mismas.
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Figura 3-21 Analisis factorial discriminante del perfil de aroma analizado
por NE-MS

3.3.3.2 Color.

El color de la leche vari6 de acuerdo a la dieta de las vacas lecheras. Este
fendmeno habia sido descripto para vacas lecheras de la region central de
Francia por Noziére et al. (2006b) planteando el uso de un indice de color

para diferenciar leches procedentes de sistemas pastoriles o no pastoriles.

Como se observa en la Figura 3-22, las leches de animales alimentados
sin pasturas fueron mas claras (valor del parAmetro L* mas elevado) que las
leches de la dieta A70. Sin embargo esta componente no presentd
diferencias significativas en todo el periodo de ensayo (p<0,05). Las
muestras correspondientes a A70 para tiempo mayores a 20 presentaron

menores valores de L* (muestras mas oscuras).
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Figura 3-22 Evolucién del parametro L* en leche de vacas alimentadas con
dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO) durante 60 dias de
alimentacion

La componente a* presentd un comportamiento atipico en el tratamiento

A70 (Figura 3-23); primeramente se observd un aumento (en valor absoluto)

a los 40 dias (p<0,05) para luego disminuir a los 60 dias de ensayo,

adquiriendo valores similares al de los tiempos 0 y 20 dias. Por otro lado, los

valores de este parametro no mostraron diferencias para el tratamiento AO

en todo el periodo. A los 60 dias hubieron diferencias significativas entre las

muestras correspondientes a A0 y A70 (p< 0,05).
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Figura 3-23 Evolucién del parametro a* en leche de vacas alimentadas con
dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (AO) durante 60 dias de
alimentacion
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Con respecto a la componente de color b*, solamente aquellas muestras
pertenecientes a la dieta A70 a los 60 dias mostraron diferencias
significativas (p<0,05) con respecto a A0 a los 60 dias. Estas muestras
presentaron mayores valores de b* lo que indica una coloracion mas amarilla
(Figura 3-24). En general, las muestras correspondientes al tratamiento A70

presentaron una mayor variabilidad.
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Figura 3-24 Evolucién del parametro b* en leche de vacas alimentadas con
dieta pastoril (A70, 70% de alfalfa) o de silaje de sorgo (A0) durante 60 dias de
alimentacion

Para el caso de los parametros a* y b*, tanto la dieta, como el tiempo de
muestreo como la interaccion entre ambos factores resultaron significativos

(p<0.05), indicando un efecto de los mismos sobre el color de las leches.

Las diferencias en la incorporacion de beta caroteno dentro del grupo
A70, comparado con el AO, fueron evidentes en los dias 20, 40 y 60. La
misma tendencia se presentd para el parametro b*, mostrando que este
método espectrocolorimétrico es sensible a los cambios en el contenido de

los carotenoides en la leche.

3.3.4 Analisis de datos quimiométricos.

En el caso de los resultados obtenidos en esta parte del ensayo, fue de

interés conocer si las leches crudas pueden discriminarse unas de otras de
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acuerdo al tratamiento que tuvieron los animales, particularmente las leches
procedentes de la alimentacion pastoril, a fin de determinar si existe y luego
describir el “efecto alfalfa” sobre la calidad de leche y los parametros a los

cuales esta calidad se asociaria.

En primer lugar se realiz6 un analisis de varianza, considerando el tiempo
0 como covariable. Las muestras analizadas por ANOVA en este tiempo

inicial no arrojaron diferencias significativas.

Luego se tomaron los parametros que fueron significativos entre las dietas
y en el tiempo. De este modo, se eligieron las variables que podrian
discriminar a las muestras en cuestibn para pasar de una matriz
multidimensional de datos a una representacion en dos dimensiones,

conteniendo la informacion original pero de una manera mas accesible.

Asi se contO en primer lugar con una matriz de datos de 40 muestras por
47 variables, que por seleccion de variables estadisticamente significativas
(p< 0,05) luego de un andlisis de varianza, pas6 a ser una matriz de 40
muestras por 18 variables. Algunas de las variables se relacionaron entre si,
de modo que se seleccionaron aquellas con mayores valores vectoriales en
las tres dimensiones, tanto hacia el eje positivo como negativo. Asi quedaron

las 40 muestras por 6 variables distribuidas en dos dimensiones.

Las variables seleccionadas por este sistema resultaron ser: beta

caroteno, gama tocoferol, TBARS, FRAP, hexanal y el sensor LY2/CTI.

De este modo, se pudo obtener la discriminacion de las leches de
acuerdo a sus valores en estas seis variables que presentan mayor peso de
discriminacion en los tres componentes de la regresion PLS, como se

observa en la Figura 3-25.

95



1 tiempo
A0-60 Hexanal
Dieta-A0 . B} A70-60
AQ-40_ A70-40° b-caroteno
ﬁ 0 . °
LY2/gCTIe‘O-20.‘ A0 A70-20 _
o A0-0 = . Dieta-A70
A70-0  FRAP
g-tocoferol
-1
_1 0 1
tl
e X oY = Actives * Validation

Figura 3-25 Andlisis discriminante de todas las variables del ensayo por la
metodologia de PLS.

En este caso se observd una separacion clara del tipo de alimentacion a
lo largo de la componente t1, con las muestras pastoriles (A70) con valores
positivos en el eje X, asociadas a mayores niveles de FRAP y beta caroteno.
Por otro lado las muestras de la dieta de silo de sorgo (A0), se asociaron con
valores negativos en el eje x, con mayores valores para el sensor LY2/gCTI

y gama tocoferol.

La validacion de las muestras dio una correcta clasificacion (muestra A-0)

para la muestra seleccionada.

Los tiempos de muestreo se separaron a lo largo de la componente t2,
coincidiendo con mayores niveles de TBARS y en menor medida hexanal,

para las leches de 60 dias de muestreo.
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Este tipo de andlisis permite observar relaciones que no son evidentes
cuando se consideran los procedimientos de comparacion lineales como el
ANOVA.

Ademas podemos sefialar que el andlisis de calidad de leche cruda no es
trivial, ya que si bien no se consume como tal, existe una variedad de
guesos que son producidos con leche cruda y que por lo tanto se debe
asegurar la calidad de la misma, obviamente desde el punto de vista
microbiolégico pero también de sus microcomponentes, ya que los productos
elaborados con leche cruda son apreciados por su aroma, flavor, aspecto y
textura (Lerch et al., 2015).

3.3.5 Expresion de genes asociados a la actividad antioxidante en leche.

La caracterizacion de las leches crudas mostré una mayor concentracion
de alfa tocoferol, beta caroteno y retinol en las leches procedentes de vacas
alimentadas con una alta proporcion de alfalfa en pastoreo y un aumento en
el isbmero gama tocoferol en las leches procedentes de dietas con alto

contenido en grano y oleaginosas.

El mecanismo de absorcidon de las vitaminas a nivel intestinal es similar
para el alfa y gama tocoferol y para el beta caroteno. Algunos autores han
demostrado que estas vitaminas sufren muy pocas modificaciones a nivel
ruminal, por lo cual su absorcion y procesamiento en las vacas lecheras
resulta principalmente un fendmeno post-ruminal. Los isdbmeros de alfa
tocoferol son incorporados diferencialmente a través de proteinas

transportadoras especificas (Stocker, 2004; Traber and Arai, 1999).

Para analizar este proceso, se realizé un estudio piloto de la expresion de
los genes asociados a la actividad antioxidante en la leche con el objeto de
probar si a través de la alimentaciéon de las vacas lecheras seria posible
modular la expresion de las proteinas involucradas en la unién y trasporte de
vitaminas liposolubles a la célula, de modo de obtener productos lacteos

enriquecidos selectivamente en compuestos nutracéuticos.
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Los cebadores utilizados para el ensayo de expresion génica (Tabla 3-12)
se disefiaron como se especifico en la seccion de materiales y métodos y se
probaron sobre ARN extraido de diferentes tejidos bovinos Las pruebas se
realizaron a fin de determinar la expresion diferencial de estas proteinas, ya
gue hay escasos datos en la literatura, de expresion de genes que puedan
modular la actividad de vitamina E y vitamina A en bovinos para leche y la
regulacion de estas proteinas podria usarse como un mecanismo para

enriquecer las leches en vitaminas antioxidantes.

Tabla 3-12 Cebadores usados para ensayo de expresion génica

Abreviatura .
de cebador Nombre de la proteina
aTAP Proteina asociada a alfa tocoferol (a-tocopherol associated protein)
oTTP Proteina transportadora de alfa tocoferol (a-tocopherol transport protein)
BLG Beta-Lactoglobulina
Proteina celular de unién de acido retinoico 1(Cellular Retinoic Acid
CRABP1 L .
Binding Protein 1)
Proteina celular de unién de acido retinoico 2 (Cellular Retinoic Acid
CRABP2 L .
Binding Protein 2)
CRBP Proteina celuar de union de retinol (Cellular Retinol Binding Protein 1)
RBP4 Proteina de binding de retinol 4 (Retinol Binding Protein 4)
RAR Elemento de respuesta al acido retinoico (Retinoic Acid Response
Element)
AoxP Proteina antioxidante (peroxidasa dependiente de glutation)

En este trabajo se muestran solamente los resultados de los genes
expresados diferencialmente en glandula mamaria y células somaticas de
leche, aunque ademas se probo la expresion de los mismos en higado,

glandula mamaria, células sanguineas, tejido graso y musculo.

Los genes aTAP y aTTP en leche y células somaticas no difirieron de

otros tejidos en las condiciones del ensayo.

En cuanto a la incorporacion de vitamina A, se estudio la expresion del
gen de beta lactoglobulina, que transporta retinol a través de la unién en su
dominio lipocalina (Sawyer and Kontopidis, 2000). En la Figura 3-26 se
ilustra dicha expresién, que como era de esperar fue mayoritaria en glandula

mamaria y células somaticas de leche.
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Figura 3-26 Beta Lactoglobulina (396 bp) 5 ul 1 kb marcador PM (linea 1) y 19 ul
de producto de PCR de Tejido graso (linea 2), Higado (linea 3), Musculo (linea 4),
Gl. mamaria (linea 5), Leche (células somaticas) (linea 6), T Sanguineo (linea 7).

Los genes CRABP1, CRABP2 y CRBP se expresan levemente o no lo
hacen en glandula mamaria y células de la leche, en las condiciones de los
ensayos. La proteina de union a retinol RBP4 se expresé en todos los
tejidos, al igual que RAR, indicando la importancia de la accion de esta

vitamina a nivel de la expresion de genes.

Las vitaminas A y E son absorbidas por los enterocitos a nivel del
intestino. Son incorporadas al organismo mediante quilomicrones (Harrison
and Hussain, 2001; Ishibashi et al., 1996) y asi se trasportan hasta el
higado, tejido graso, musculo, glandula mamaria, células somaticas y tejido
sanguineo. La modulacion de esta proteina podria ser importante para
plantear el enriquecimiento natural de la leche en vitamina E. En cuanto a la
vitamina A, la glandula mamaria expresa altos niveles de betalactoglobulina,
como era de esperar, ya que es un componente de la leche. Esta proteina
esta involucrada en el transporte de vitaminas A y D y no se encontraron

evidencias de una posible unién a beta caroteno o alfa tocoferol.

Los ensayos de expresion de genes asociados a las vitaminas A y E del
presente trabajo, concuerdan con los modelos presentados (Kono and Arai,

2015) que pueden resumirse en el siguiente esquema (Figura 3-27).
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[_RAR

Figura 3-27 Esquema de incorporacion de vitaminas antioxidantes en el
organismo

Estos ensayos en conjunto mostraron una evidente expresion de los
genes responsables de la sintesis de las proteinas involucradas en el
transporte de vitaminas A y E. Seria importante determinar si esta expresion
puede ser modulada por la dieta, para plantear el enriqguecimiento de la

leche con los isbmeros naturales de estas vitaminas antioxidantes.

Posteriormente se estudio la expresion de estos genes en células
somaticas de los animales del ensayo exploratorio. Para ello se eligieron las
leches del tiempo 0 y tiempo 60 de los mismos animales pertenecientes al

grupo A70.

En el tiempo 0 estos animales se consideraron deprivados de pastura, ya
gque es el comienzo del ensayo. A los 60 dias es el muestreo

correspondiente al maximo tiempo de pastoreo.

En la Figura 3-28 se observa la expresion de células soméaticas de leche

de los tratamientos A0 y A70 del ensayo exploratorio.
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Figura 3-28 Expresion de células sométicas.

Arriba: Alternados Aox Prot (157 pb) y RAR (223 pb); oTAP (119 pb); aTTP (151 pb)
Abajo: CRBP (152 pb); CRABP2 (152 pb); CRABP1 (173 pb); RBP4 (247 pb)

Si bien la calidad de la figura no resultd adecuada, se pudo observar la

expresion cualitativa de los genes estudiados. En la Tabla 3-13 se ilustran

los resultados de la interpretacion de la misma en forma de cuadro.

Tabla 3-13 Interpretacion de expresion de genes de células somaticas de leche

0 dias A70 60 dias A70

m-RNA (n=5) (n=5)
aTAP: Proteina asociada a tocoferol (vit E) +++ +/-
aTTP: Proteina transportadora de tocoferol (vit E) +++ +/-
CRABP1.: proteina celular de binding de acido retindico 1 - +
CRABP2: proteina celular de binding de acido retindico 2 + +
CRBP: proteina celular de binding de retinol (vit A) - -
RBP4: proteina de binding de retinol (vit A) +++ +++
RAR: factor de respuesta al acido retindico +++ +++
AoxP: Proteina antioxidante (peroxidasa dependiente de it it

glutation)

Interpretacion cualitativa de la expresion de los genes de células somaticas de
leches muestreadas a tiempo 0 (sin pastoreo) o luego de 60 dias en pastura de
alfalfa al 70%.
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El ensayo se repiti6 para los genes aoTAP, aTTP (cuya expresion fue
diferente entre los tiempos 0 y 60) y AoxP (que se expres6 en todas las
muestras). La expresion de estos genes se relaciond con las
concentraciones de alfa tocoferol en las leches, como se ve en las Figura
3-29 y Figura 3-30.
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Figura 3-29 Expresion de gen aTAP y AoxP en relacidn a la concentracion
de alfa tocoferol

Como se observa en la Figura 3-29, en las vacas 3145 y 3560
aparentemente no hubo efecto de la dieta mientras que en las vacas 3626,
3652 y 3669, aTAP se expreso en tiempo O pero no en tiempo 60 en las
condiciones del ensayo. Se obtuvo un resultado similar para la expresion del
gen oTTP (Figura 3-30). Esto podria indicar que la expresion de estas
proteinas de transporte del alfa tocoferol en glandula mamaria (modelo
células sométicas), podria inhibirse por un proceso de retroalimentacion

negativa en presencia de alfa tocoferol en exceso. Esto seria lo que sucede
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en el pastoreo durante 60 dias que mediante el control de su regulacion

podria utilizarse para aumentar la concentracion de vitamina E en leche.
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Figura 3-30 Expresion de gen aTTP en relacién a la concentracion de alfa
tocoferol

3.3.6 Conclusiones del ensayo.

Se demostré que proveyendo pastura natural al ganado durante 20 dias,
se logré incrementar los niveles de compuestos bioactivos en la leche y que

estos niveles perduraron durante el todo del ensayo.

Asi, se obtuvo leche con caracteristicas diferenciales, mayores niveles de
vitaminas antioxidantes y precursores y con una capacidad antioxidante
mejorada, por lo tanto menos susceptible a la oxidacion, al maximizar la
oferta de pasturas naturales.

Existen genes que se expresan diferencialmente en glandula mamaria y
células de leche de acuerdo a las dietas contrastantes recibidas. Si bien
estos resultados son preliminares y deben confirmarse por expresion
cuantitativa, son los primeros resultados obtenidos en glandula mamaria y
células somaticas respecto a la expresion de genes relacionados con
actividad antioxidante en la leche.
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3.4 Relacién entre compuestos bioactivos de origen vegetal y calidad de
la leche cruda y productos lacteos. Efecto de la dieta y la estacion.

En el ensayo de punto anterior (exploratorio), se demostré que los
antioxidantes se incorporaron a la leche cruda durante los primeros 20 dias
de alimentacion con 70% de pastura de alfalfa, que los compuestos
incorporados persistieron con la continuidad de la dieta y que éstos

favorecieron la capacidad antioxidante en la leche cruda.

Sin embargo, las condiciones productivas en la mayoria de las cuencas
lecheras de nuestro pais no siempre tienen disponibilidad de pasturas para
lograr el 70 % de la dieta base. Por ello se procedi6 a evaluar el efecto del
reemplazo del silaje de maiz con cantidades crecientes de alfalfa en la dieta

incorporando una oferta intermedia consistente en 35% de pastura.

Teniendo en cuenta la estacionalidad observada para la incorporacion de
antioxidantes y acidos grasos insaturados durante el mapeo de los tambos
en el ensayo del punto 3.1, se decidio realizar el estudio de incorporacion de
compuestos bioactivos en las épocas de primavera y otofio, ya que tanto el
estado fenologico de la alfalfa como el estado fisiolégico de las vacas
lecheras, podrian influir en la composicion de la leche segun la época del

afno.

3.4.1 Calidad de la dieta.

En primer lugar se evalu6 el aporte de la dieta respecto de los
compuestos bioactivos utilizando las tablas que se desarrollaron en el punto
3.2 (pag. 68).

Como se observa en la Tabla 3-14, las dietas resultaron isoenergéticas e
isoprotéicas, con una ligera tendencia a la disminucion de proteinas en las

dietas con alfalfa de primavera.
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Tabla 3-14 Composicién de dietas por tipo de alimento.

Ingredientes (kg A0 A3S AT0
MS/v/d) Primavera Otofio Primavera Otofio Primavera Otofio
Alfalfa 0 0 6,8 7,09 11,6 13,6
Balanceado 3,3 3,3 4,4 4,4 4,4 4,4
Silo maiz 5,15 5,25 2,91 3,04 1,65 1,64
Expeler girasol 4,74 4,83 2,72 2,84 0 0
Afrechillo trigo 4,12 4.2 3,11 3,24 0 0
Heno alfalfa 4,54 4,54 0,8 0,8 0,8 0,8
Total (kg MS/v/d) 21,8 22,1 20,7 21,4 18,4 20,7
PB dieta (%) 18 18,5 19 20,8 18 22,1
EM (Mcal/kg) 2,55 2,59 2,69 2,67 2,64 2,58

La dieta AO representd el tipo de alimentacion que se utiliza
corrientemente en sistemas intensivos estabulados o semiestabulados,
cuyos principales ingredientes son forrajes conservados (silaje de maiz y
heno de graminea) y concentrados energeético-proteicos, mientras que en la
dieta A70 se maximizd la participacion de la alfalfa dentro de una
alimentacion balanceada en términos nutricionales. Por dltimo, la dieta A35
representd un nivel intermedio entre los tratamientos extremos y coincidio
aproximadamente con el promedio de minima inclusién anual de alfalfa en

los sistemas productivos lecheros argentinos (Taverna, 2005).

De acuerdo a la composicion y al perfil de antioxidantes en los diferentes
componentes de las dietas, se calcularon las concentraciones de beta
caroteno y tocoferoles, ofrecidas a los animales segin cada esquema de
alimentacién y la estacidon del afio (Tabla 3-15). El aporte de estos

compuestos se relacion6 con su concentracion en la leche cruda y productos

derivados.

Tabla 3-15 Calculo del aporte en vitaminas antioxidantes liposolubles de las

diferentes dietas segun la estacion del afio

A0 A35 A70
Alimentos Gama- Alfa- Beta- Gama- Alfa- Beta- Gama- Alfa- Beta-
Primavera tocoferol tocoferol caroteno tocoferol tocoferol caroteno tocoferol tocoferol caroteno
Alfalfa fresca 0,00 0,00 0,00 112,82 551,37 1064,97 192,46 940,58 1816,71
Balanceado 275,26 79,83 n/d 367,02 106,43 n/d 367,02 106,43 n/d
Silo maiz 103,57 91,16 68,20 58,52 51,51 38,54 33,18 29,21 21,85
Exp, girasol 17,51 73,77 n/d 10,05 42,33 n/d 0,00 0,00 n/d
Afrechillo trigo 211,31 103,24  n/d 159,51 77,93 n/d 0,00 0,00 n/d
Heno alfalfa 12,68 46,76 2,63 2,23 8,24 0,46 2,23 8,24 0,46
Total
(mg/vacal/dia) 620,34 394,76 70,83 710,15 837,82 1103,97 594,90 1084,46 1839,03
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A0 A35 A70
Alimentos Gama- Alfa- Beta- Gama- Alfa- Beta- Gama- Alfa- Beta-
Otofio tocoferol tocoferol caroteno tocoferol tocoferol caroteno tocoferol tocoferol caroteno
Alfalfa fresca 0,00 0,00 0,00 45,29 558,69 867,17 86,87 1071,68 1663,40
Balanceado 150,82 30,20 n/d 201,10 40,27 n/d 201,10 40,27 n/d
Silo maiz 105,58 92,93 69,53 61,14 53,81 40,26 32,98 29,03 21,72
Exp, girasol 16,15 124,98 n/d 9,49 73,49 n/d 0,00 0,00 n/d
Afrechillo trigo 194,59 126,03 n/d 150,11 97,22 n/d 0,00 0,00 n/d
Heno alfalfa 18,70 249,71 59,70 3,30 44,00 10,52 3,30 44,00 10,52
Total
(mg/vacal/dia) 485,84 623,85 129,23 470,42 867,49 917,95 324,24 1184,98 1695,63

Tal como se puede apreciar, el aporte de la dieta total para el alfa
tocoferol y beta caroteno, en ambas estaciones, fue similar para las dietas
pastoriles. Por otro lado el gama tocoferol fue aportado principalmente por al
afrechillo de trigo y el alimento balanceado, afectando el contenido en las
dietas debido a su fluctuacion estacional.

Otro ingrediente que presentd fluctuacion en los tres compuestos
analizados fue el heno de alfalfa. Esto pudo deberse a la diferencia de
temperatura de secado del heno en primavera y otofio, ya que las vitaminas
y precursores pueden descomponerse en mayor medida en el periodo de

calor.

La composicion de las pasturas, depende de su estado fenologico. A
medida que la plantas maduran se observan variaciones en las propiedades
guimicas y nutricionales de las mismas. A grandes rasgos, aumentan los
carbohidratos estructurales (aumento de pared celular y fibra) mientras
disminuye la proteina cruda. Esto causa una reduccion en la digestibilidad y
disminucién de la energia metabolizable (Bovolenta et al. (2008); Mountousis
et al. (2011). En cuanto a la calidad de pasturas, en los afios del ensayo y
accediendo al registro de temperaturas y precipitaciones mensual de la zona

(http://www,smn,gov.,ar/serviciosclimaticos/?mod=agro&id=6), se observo

gue el afio durante el cual se desarroll6 el ensayo de primavera (afio 2007)
fue caracterizado por inundaciones en los meses de marzo y abril, con la
consecuente problematica para la siembra de alfalfa para la época de
primavera, seguido de sequias, bajas temperaturas y heladas tardias en los

meses de agosto y septiembre. Por estas razones, la oferta de alfalfa fue
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escasa Y la calidad de la misma se vio afectada. Estos factores climaticos,
observados también por otros autores (Adler et al., 2013b; Butler et al.,
2008) modifican sustancialmente la disponibilidad de tocoferoles,
carotenoides y otros metabolitos secundarios de las plantas que se
sintetizan de acuerdo a factores de interaccion entre genotipo y ambiente.

La Figura 3-31 resume el aporte diario de alfa tocoferol, gama tocoferol y

beta caroteno, segun el porcentaje de pastura (0, 35y 70%) y la estacion de
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Figura 3-31 Relacion de alfay gama tocoferol y beta caroteno segun el
porcentaje de pastura en la dieta para cada estacién

Se observd un aumento proporcional de alfa tocoferol y beta caroteno de
acuerdo al porcentaje de alfalfa en la dieta. El isdmero gama tocoferol no se
relacion6 con el incremento de pastura en la dieta. Esto indica que las
principales fuentes de este isomero lo constituyen las oleaginosas presentes

en los suplementos.

3.4.2 Calidad de leche cruda.

En primer lugar se analizaron los pardmetros lactologicos de las leches
obtenidas con cada dieta y en cada estacion. Para ello se tomaron cuatro
pooles individuales de cada tratamiento (8 vacas por tratamiento). Los datos

de la Tabla 3-16 muestran que se observé una menor produccion diaria en el
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periodo de primavera respecto del otofio. También hubo una disminucion
atribuible al aumento de alfalfa en la dieta (P<0,05). En la literatura este
fendmeno de disminucion en la produccion lechera diaria, est4 asociado con
el tipo de alimentacién organica y particularmente con pasturas (Adler et al.,
2013b).

El porcentaje de grasa vario segun la estacion pero no por el contenido de
alfalfa en la dieta observandose menores valores en primavera. Tal como en
el caso de la produccién, al aumentar la alimentacion pastoril y disminuir el

porcentaje de silaje en la dieta el rendimiento lechero resulté un poco menor.

Respecto al porcentaje de proteina en la leche, el rendimiento en otofio
fue mayor que en primavera y se observo una diferencia significativa entre
los tratamientos, siendo menores los porcentajes en las dietas con
alimentacion con alfalfa. Estos resultados son similares a los reportados
previamente que muestran valores menores de grasa y proteina en la época

estival (Poulsen et al., 2015).

De manera global, la leche mostr6 valores de calidad similar,
encontrandose diferencias estacionales también para las variables lactosa y
sélidos totales. Para los solidos no grasos, se encontraron diferencias

significativas a causa de la dieta (p<0,01).

Tabla 3-16 Composicion quimicay produccién de la leche obtenida

Primavera Otofio A0 A35 A70 E Tratamiento TxE

Leche(kg/v/d

4% GB) 22,1 24,8 24,3 24,2 21,8] * * ns
Grasa (%) 3,38 3,71 3,47 3,69 3,63 * ns ns
Proteina (%) 3,12 3,25 3,28 3,16 3,13 * * ns
Lactosa (%) 4,90 4,99 5,01 4,92 491 1| * ns ns
SNG (%) 8,70 8,91 8,95 8,76 8,71] * * ns
ST (%) 12,07 12,68 12,45 12,44 11,44 | * ns ns
Urea (%) 0,046 0,042 0,046 0,044 0,042 | ns ns *

ns: no significativo. *(p<0,01)

Una vez determinada la calidad de los parametros lactoldgicos, el interés

del trabajo fue determinar los compuestos bioactivos y parametros de
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calidad bioquimica y sensorial en la leche cruda que pudieran asociarse a la

alimentacion de las vacas lecheras y asi constituir un factor de diferenciacion

de las mismas para la obtencion de materias primas de calidad diferenciada.

3.4.3 Micronutrientes y balance oxidativo en leche cruda.

En general se observaron diferencias en los micronutrientes asociadas a

la alimentacion pastoril y a la estacion de afio (Tabla 3-17).

Tabla 3-17 Medias y nivel de significancia obtenidos en primavera y otofio para
las variables analizadas mediante ANOVA en leche cruda

PRIMAVERA (Leche Cruda)

Variable T
PO P35 P70 T CME
Alfa tocoferol (ug/ml leche) 0,3478 0,7458 a 0,8691 =% 0,00801
Gama tocoferol (ug/ml leche)  0,0579 0,0405 0,0606 ns 0,00018
Beta caroteno (ug/ml leche)  0,0226 0,1861 a 0,2168 e 0,00085
Retinol (ug/ml leche) 0,5541 1,4688 a 1,5675 % 0,09762
Vitamina D3 (ug/ml leche) 0,1123 0,1162 0,1132 ns  0,00058
Riboflavina (pg/ml leche) 1,7242 1,4465 1,5152 ns 0,055
FRAP (eq uM Fe2+) 308,36 391,40 b 542,35 ok 5232,3
TBA (ppb) 214,75 198,37 206,95 ns 465,73
_ OTONO (Leche Cruda)
Variable 00 035 070 T CMEL
Alfa tocoferol (ug/ml leche)  1,1309 1,0644 1,0639 ns 52,4197
Gama tocoferol (ug/ml 0,0681 0,0235 b 00157 *rx o (0,00015
leche)
Beta caroteno (ug/ml 0,1026 0,2486 a 0,2743 *rx o (0,00185
leche)
Retinol (ug/ml leche) 0,2662 0,4169 a 0,462 *xx - 0,00205
Vitamina D3 (ug/ml leche) 0,0124 0,0164 ab 0,0249 ** 0,00003
Riboflavina (ug/ml leche) 1,5293 1,5547 b 1,7993 **0,00989
FRAP (eq UM Fe2+) 374,7 374,59 355,14 ns 754,71
TBA (ppb) 41,65 29,67 44,00 ns 98,03

p<0,0001 (***¥), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error

3.4.3.1 Vitamina E.

Los niveles de alfa tocoferol alcanzados en las leches de primavera del

presente ensayo fueron similares a los del ensayo exploratorio, el cual fue

realizado aproximadamente en el mismo periodo y un poco mas altos que

los encontrados por La Terra et al. (2010) para vacas de raza Fresian en

Italia.
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Como se observa en la Tabla 3-17, se obtuvo una diferencia entre las
estaciones. En primavera el efecto de la dieta fue mas evidente y las leches
A0 fueron significativamente mas bajas que las de los tratamientos A35 y
A70 (p<0,0001).

AUn con diferencias entre las estaciones, la tendencia observada fue la
obtencion de mayores niveles de alfa tocoferol en leche a medida que

aumentd el aporte de esta molécula en la dieta.

Los valores reportados en este ensayo para tocoferoles fueron similares a
los reportados por (Adler et al., 2013a).

Como se observa en la Figura 3-32, la incorporacion de alfa tocoferol en

leche respecto de los valores ofrecidos en la dieta se ajustd a una funcion

cuadratica.
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Figura 3-32 Relacion entre ingesta diaria de alfa tocoferol y su
concentracion en la leche

El maximo de la funcion obtenida indica la cantidad de alfa tocoferol de la
dieta que aporta la maxima concentracion del nutriente en la leche cruda.
Este valor fue de 946,24 mg de alfa tocoferol/vaca/dia. Este valor seria

aportado por una dieta pastoril entre A35y A70.
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El error de ajuste de los datos se debe a que las mediciones se realizaron
en condiciones reales de produccion de leche, con la variabilidad que ello
implica.

Para el gama tocoferol se observé una relacion similar (Figura 3-33), con
mayor dispersion y con valores maximos en leche entre 10 y 20 veces
menores que para el isdmero alfa. EI maximo nivel de gama tocoferol en la
leche cruda se alcanzaria con un aporte dietario de 581,37 mg/vaca/dia.
Estos valores serian aportados por todas las dietas ensayadas en primavera.
En otofio los valores estuvieron un poco por debajo del méximo. Sin
embargo se debe tener en cuenta que este isGmero tiene menor actividad
gue el isémero alfa.

y = -6,40E-07x% + 7,44E-04x - 1,61E-
0,12 01
Rz=414E-01

0,10 o
[«6)
5 0,08 *
= o
£ 0,06 /4\‘ ¢ gama tocoferol
[@)]
o ——
S 0.04 / ¢ Poly. (gama tocoferol)
= o ¢ °

L 2
0,02 —3 d
0,00
0 250 500 750
mg/vaca/dia

Figura 3-33 Relacion entre ingesta diaria de gama tocoferol y su
concentracion en la leche

3.4.3.2 Beta caroteno.

Una relacién analoga a la del gama tocoferol se observd para este
compuesto (Figura 3-34). ElI aporte de carotenoides depende
fundamentalmente del consumo de pastura fresca, y la calidad de la misma
resulta un factor definitorio de la presencia de este micronutriente en la leche
(Calderon et al. (2006).
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Figura 3-34 Relacion entre ingesta diaria de beta caroteno y su
concentraciéon en la leche

Los calculos del maximo de la funcién teorica obtenida para al beta
caroteno, indicarian que 1461,8 mg/vaca/dia, son necesarios para obtener la

maxima concentracion de provitamina A en la leche cruda.

Por lo tanto, como se indica en la Tabla 3-18, se puede inferir que una
dieta con aproximadamente 50% de alfalfa alcanzaria para conseguir los

valores maximos de concentracién de alfa tocoferol y beta caroteno en la
leche.

Tabla 3-18 Porcentaje de pastura de alfalfa necesaria para lograr los maximos
valores de alfa tocoferol y beta caroteno en leche cruda

Relacién VD/porcentaje Valor maximo de Y Varlo calculado
alfalfa (ALF) (VD mg/vacal/dia) por ALF
Alfa tocoferol
Primavera y =9,852x + 427,5 946,24 52,7
Alfa tocoferol Otofio  y =8,016x + 611,5 946,24 41,8
Beta caroteno
Primavera y = 25,26x + 120,5 1461,8 53,1
Beta caroteno Otofio y =22,37x + 131,0 1461,8 59,5
Promedio 51,8
3.4.3.3 Retinol.

El retinol es la forma activa de la vitamina A, por lo tanto esta vitamina
mostré una tendencia similar a la del beta caroteno, con valores maximos en
las leches de primavera (Tabla 3-17).
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Debido a que el beta caroteno es el precursor de mayor tasa de
conversion a vitamina A, al aumentar su oferta, aumenta la posibilidad de
dicha conversién. Para los rumiantes esta tasa de conversion se estima en
6:1 beta caroteno:retinol (McDonald et al., 2010) (Baldi and Pinotti (2008).

Sin embargo, la relacion beta caroteno/retinol no fue la misma en
primavera y en otoflo. A pesar que la oferta en la dieta fue similar en ambas
estaciones para las dietas con pasturas, la relacion entre las
concentraciones de estos compuestos por ml de leche vari6 segun la
estacion del afio con coeficientes de correlacién Pearson de 0,93 y 0,77 para
primavera y otofio respectivamente (p<0,05) (Figura 3-35).
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Figura 3-35 Relacion entre la concentracion de retinol y beta caroteno en
leche cruda de primavera y otofio

Esto indica que no es posible inferir el contenido de vitamina A en la leche
con la simple medicion de uno de sus precursores, Existen numerosos
factores post-prandiales que determinaran la conversion de beta caroteno en
vitamina A y su pasaje a la leche, desde fendbmenos de acumulacién en los
tejidos (principalmente en higado), de transporte a través de la sangre
asociado a VLDL, de su uso en diferentes tejidos y su pasaje a la glandula

mamaria, como el caso de la B-caroteno oxigenasa 2 (BCO2) bovina,
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encargada de la transformacién de beta caroteno en retinol (Berry et al.,
2009).

Rafalowski et al. (2014) reportaron, en grasa extraida de leche de verano,
valores similares a los conferidos por las dietas A35 y A70 en primavera,
fendmeno evidentemente asociado a la pastura. Ademas en leches de
invierno encontraron niveles similares a los de la leche procedente de la
dieta AO.

3.4.3.4 Vitamina D.

Se observo un incremento de la vitamina D asociado en primer lugar a la
época del afio. En primavera la concentracion de vitamina D fue de un orden

mayor que en otofio, sin importar el tipo de dieta.

La sintesis de vitamina D esta relacionada con la exposicion al sol. Como
la alfalfa fue ofrecida en comederos, las vacas de todos los tratamientos han

tenido igual exposicién al sol, ya que la dieta no estuvo asociada al pastoreo.

En cambio en el primer ensayo exploratorio, la dieta pastoril estuvo
asociada al pastoreo directo en franjas y por lo tanto las leches pastoriles
presentaron valores mas elevados de esta vitamina en concordancia con lo
reportado por Baldi and Pinotti (2008).

3.4.3.5 Capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante total en las leches se midié por el método de
FRAP, a través de la capacidad reductora de ion férrico en la leche cruda.
Este método se eligio como complemento a las determinaciones de los
antioxidantes liposolubles, ya que el 90% de la actividad reductora de la

leche cruda se debe a la fraccion hidrosoluble (Smet et al., 2008).

Para verificar este fendbmeno en la Figura 3-36 se presenta la
determinacion de FRAP en las fracciones hidro y liposoluble en tres
muestras de leche cruda procedente de tres tambos de productores lecheros
(diferentes a los del ensayo) elegidos al azar (independientemente del tipo

de alimentacion).
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Figura 3-36 FRAP hidro y liposoluble

Como se observa en la Figura 3-36, la fraccion hidrosoluble participd casi
con el 90% de la actividad antioxidante total medida por FRAP en la leche.
Por esta razdn se continuaron los ensayos de FRAP tomando en cuenta la

leche entera, sin separar en fracciones, en los ensayos subsiguientes.

Estos valores no pueden compararse con los obtenidos en el ensayo de
alimentacion, ya que los tambos seleccionados para la prueba de FRAP
hidro y liposoluble fueron de productores que aplicaron otro tipo de
alimentacion, incluyendo probidticos para animales, los cuales no son

considerados en el presente trabajo de tesis.

Los resultados de la Tabla 3-17 muestran que la actividad antioxidante
total en las leches de primavera aumento significativamente (p<0,001) como
resultado del incremento de alfalfa en la dieta, resultando para A0 y A35,
308,36 y 391,40 pM Fe®" respectivamente y para A70, 542,35 pM Fe?",
mientras que en las leches de otofio no se observaron diferencias (p>0,05),
promediando 368,14 pM Fe®". Smet et al. (2008) describieron que las
variaciones medidas por la técnica de FRAP estarian relacionadas con la
neutralizacion de los procesos iniciales de oxidacion en la fase acuosa. Esto
seria independiente de la concentracion de vitaminas antioxidantes

liposolubles que actuan a nivel del glébulo de grasa en leche cruda.

115



Los valores de FRAP de las leches de otofio, fueron menores que los de
las leches de primavera, pero mas elevados que los encontrados por
Amamcharla and Metzger (2014) y Chen et al. (2003) para leches crudas.
Amamcharla and Metzger (2014) determinaron que valores de FRAP
menores a 190 pM eran insuficientes para evitar el dafio oxidativo en la

leche.

En cuanto a la inhibicion de la oxidacién se conoce que otros compuestos
presentes en las pasturas también pueden contribuir a inhibir la oxidacién
lipidica en la leche. Ferlay et al. (2009) demostraron que una combinacion de
alfa tocoferol y un extracto rico en polifenoles fueron efectivos para reducir la
oxidacion en el plasma de vacas lecheras que consumian una dieta rica en
acidos grasos poliinsaturados. La alimentacion con alfalfa podria conferirle a
la leche compuestos fendlicos que potenciarian la actividad antioxidante de

las vitaminas liposolubles.

3.4.3.6 Oxidacion.

En relacion la oxidacion lipidica, medida por TBARS se observaron
valores diferentes entre las dos estaciones (p<0,0001), pero no hubo efecto
de la dieta. Este resultado concuerda con la obtencion de leche cruda de

buena calidad, independientemente de la alimentacion considerada.

La diferencia entre las estaciones podria deberse a factores ambientales.
A medida que avanza el periodo primavera-verano, la temperatura aumenta
y esto podria inducir un fendmeno prooxidante (de origen hormonal bajo
estrés caldrico, clivaje de acidos grasos, etc). Este fendmeno se observo en
los dos ensayos anteriores, con valores de TBA mas elevados en las leches
crudas del periodo cercano al verano respecto de las estaciones mas

templadas.

Los lipidos al oxidarse forman hidroperoxidos como productos de la
oxidacion primaria, especialmente de los acidos grasos poliinsaturados,
Luego, a través del clivaje de estos hidroperoxidos lipidicos se forman
productos de oxidacién secundarios tales como aldehidos, entre ellos el

malonaldehido detectado por esta técnica (Stapelfeldt et al., 1997).
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La variabilidad estacional del TBA en leche cruda, con valores mas
elevados en los meses de calor, se describe por primera vez en este trabajo,
como resultado de cuatro experimentos independientes, y podria constituir

un indicador de estrés calérico en las vacas lecheras.

Los valores de TBARS de las leches del presente ensayo, no alcanzaron
los valores reportados en la literatura como para que sean sensorialmente
detectables (Johnson et al., 2015), Estos autores indican que los cambios
sensoriales debidos a la oxidacion (por exposicion a la luz) se detectan a
partir de concentraciones de TBARS iguales o mayores a 1,3 ml/I (1300ppb).

3.4.3.7 Colory aroma instrumental.

Como se menciono, el color de los alimentos se puede determinar

objetivamente a través de los parametros L*, a* y b*.

La luminosidad L*, varié en las leches de otofio. El tratamiento sin alfalfa
dio como resultado leche mas clara (p<0,001). Sin embargo éste no fue el
caso para las leches de primavera, ya que todos los tratamientos
presentaron valores de L* equivalentes y similares a los de las leches A35 y
A70 de otofio.

Los valores de a* y b* aumentaron para las dos estaciones en las dietas
con pasturas (p<0,001), tendiendo a aumentar en la escala hacia rojo y
amarillo respectivamente (Tabla 3-19 y Tabla 3-20). Estos resultados y los
valores son similares a los obtenidos en el ensayo de inclusion de alfalfa
(punto 3.3).

Otro parametro instrumental para determinar calidad de alimentos es la
nariz electrénica. Su uso se aplicé a la diferenciacién de las leches crudas
procedentes de diferentes dietas. Como se toma cada aroma del espacio de
cabeza de un vial, se tienen en cuenta todos los compuestos volatiles de
este espacio a la vez. De este modo no es posible a través de esta
metodologia conocer cudles son los compuestos que pueden diferenciar las

distintas leches crudas.
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Sin embargo, si se pueden encontrar sensores individuales o un grupo de

ellos que den una sefial caracteristica de cada dieta y/o época del afio.

Los resultados de la Tabla 3-19 analizados por ANOVA, no muestran
variaciones significativas en el aroma de las leches de primavera entre si
(s6lo dos sensores fueron indicadores de dietas diferentes, p< 0,05),
mientras que en las leches de otofio (Tabla 3-20) se observaron diferencias

en cinco de ellos (p< 0,05).

Estos resultados analizados por si solos, no son indicadores de
diferencias atribuibles a la alimentacion o a la estacionalidad. Sin embargo si
los sensores se asocian a la presencia de determinados compuestos
volatiles o a caracteristicas quimicas de la leche, pueden ser utilizados para
explicar como se diferencian las leches procedentes de diferentes fuentes.
Por ejemplo en un ensayo anterior de la presente tesis, se encontré un
sensor que correlaciono con la capacidad antioxidante en la leche (Rossetti
et al., 2010).

Tabla 3-19 Medias y nivel de significancia obtenidos en primavera para las
variables analizadas mediante ANOVA en leche cruda

PRIMAVERA (Leche Cruda)

Variable PO P35 P70 T  CME1L
L* (color) 89,488 89,235 89,124 ns  0,07414
a*(colory  -2,09 b -08496 a -101 a ** 0,012
b*(color) 8845 b 11563 a 11,476 a **  0,3802
LY2AA -0,027 -0,0265 -0,0357 ns  0,00008
LY2G -0,0418 -0,0394 -0,0542 ns  0,00015
LY2Gh -0,0263 -0,0252 -0,0333 ns  0,00005
LY2LG -0,0827 -0,0770 -0,0755 ns  0,00004
LY2gCT  0,0019 0,0043 -0,0031 ns  0,00004
LY2gCTL  -0,0008 0,0053 -0,0201 ns  0,00028
P101 0,4061 0,3734 0,3820 ns  0,00029
P102 02999 a 02813 b 02854 ab * 0,00008
P301 0,2163 0,1925 0,2177 ns  0,00028
P302 0,1448 0,1308 0,1446 ns  0,00011
P401 0,5048 0,4769 0,4852 ns  0,0002
P402 0,2627 0,2301 0,2430 ns  0,00026
PA2 0,3781 0,3349 0,3532 ns  0,0005
T301 0,3644 0,3237 0,3426 ns  0,00041
T401 0,4122 0,3799 0,3850 ns  0,0003
T402 0,2412 0,216 0,221 ns  0,00017
T702 02061 a 01793 b 0,1906 ab * 0,00018
TA2 0,4248 0,3938 0,399 ns  0,00026

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento
p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error
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Tabla 3-20 Medias y nivel de significancia obtenidos en otofio para las variables
analizadas mediante ANOVA en leche cruda

OTONO (Leche Cruda)

Variable 035 070 T  CMEL

L* (color) 90,296 a 89322 b 89582 b ** 010381
a* (color)  -1,449 b  -0,6579 a -0,4942 a % 006267
b* (color) 10,196 ¢ 12362 b 13292 a = 02516

LY2AA 00342 a -00368 a -00443 b *  22E-05
LY2G 00475 a -00507 ab -0059 b *  31E-05
LY2Gh 00287 a -00305 a -0,0362 b * 0000012
LY2LG -0,0682 -0,0675 -0,0665 ns  0,00009
LY2gCT  0,0093 0,0090 0,0073 ns  0,000005
LY2gCT1  -0,0037 -0,0107 -0,0203 ns  0,00021
P101 0,3682 0,3677 0,3695 ns  0,00039
P102 0,2705 0,2700 02712 ns  0,00014
P301 0,2008 b 02058 ab 02223 a * 000013
P302 0,1310 b 01343 ab 01447 a *  0,00006
P401 0,4668 0,4665 0,4692 ns  0,00032
P402 0,2090 0,2008 0,2153 ns  0,00029
PA2 0,3125 0,3133 0,3190 ns  0,00045
T301 0,3077 0,3075 0,3125 ns  0,00053
T401 0,3558 0,3545 0,3552 ns  0,00062
T402 0,1975 0,1972 0,1980 ns  0,00028
T702 0,1695 0,1695 0,1732 ns  0,00021
TA2 0,3733 0,3720 0,3728 ns  0,00057

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento
p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error

De los resultados expuestos hasta el momento se puede deducir que el
“efecto pastura” sobre la calidad de leche cruda resulta significativo en los
meses de primavera-verano, en los cuales la oxidacion y la capacidad
antioxidante de la leche podrian reflejar una asociacion con procesos
relacionados a condiciones climaticas, que pueden influir sobre el rumen, la
digestion, la absorcion y el pasaje de los compuestos bioactivos a los tejidos

y a la leche cruda.

Con todas las variables medidas hasta este punto (Tabla 3-19 y Tabla
3-20) para las leches crudas de primavera y otofio, se realiz6 un analisis por

conglomerados jerarquicos que revel6 dos grandes grupos de leches bien
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diferenciadas correspondientes a las estaciones primavera y otofio (Figura
3-37), pero que no evidencié un efecto de las dietas dentro de cada estacion.
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Figura 3-37 Conglomerado jerarquico por método de Ward

Si solo se consideran aquellas variables que demostraron ser
significativamente distintas entre estaciones y dietas y se aplica un analisis
discriminante, se pueden encontrar relaciones entre parametros que
permitan clasificar o discriminar las leches procedentes de las distintas

dietas y asi poner en evidencia el “efecto pastura”.

De este modo se encontraron funciones que diferenciaron
significativamente las leches de diferentes estaciones y dentro de las

estaciones, dietas pastoriles o no (p<0,001).

Las funciones lineales de Fisher para cada tratamiento fueron:
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P0O=-55,618 -13,766a*+5,782L* -12,687betacaroteno +0,148retinol +48,633TBARS
P35y 70=-25,49-1,893a*+1,949L*-3,426betacaroteno+10,261retinol+31,12TBARS
O0= -14,288 -5,338a*+4,162L* -2,765betacaroteno -0,493retinol -16,886 TBARS

035 y70=-21,388+8,519a*-5,308L*+7,895betacaroteno-6,643retinol-28,515TBARS

Las variables de mayor peso elegidas por el programa fueron el valor a* y

L* del color objetivo, beta caroteno, retinol y TBARS.

A su vez, los datos clasificaron correctamente en el 100,0% de los casos
agrupados originales y clasificaron correctamente el 96,7% de los casos

agrupados validados mediante validacion cruzada, como se observa en la

Figura 3-38.
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Figura 3-38 Analisis discriminante de las variables seleccionadas

De este modo se observan cuatro grupos claramente separados,
definidos dos de ellos por 0% de alfalfa, tanto en primavera como otofio y
otros dos grupos, separados en primavera y otofilo nuevamente pero dentro

de estos ultimos grupos vemos que no hay diferencia entre 35 y 70% de

alfalfa.
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En el caso de la aplicacién de analisis discriminante, con seleccién de
variables significativas por el método stepwise, ni los isomeros de alfa
tocoferol ni los sensores indicadores de aroma fueron seleccionados como
factor discriminante de la alimentacion pastoril en cada estacion. Sin
embargo el tratamiento de todos los parametros analizados (figura aroma,
tabla parametros ANOVA, dendrograma y grafico funcion discriminante) nos
permite concluir que la calidad de la leche esta fuertemente influenciada por
la estacionalidad, por la presencia o ausencia de pastura en la dieta y que el
color varia como consecuencia de la inclusion de dicha pastura y la

susceptibilidad a la oxidacion de las mismas.

3.4.3.8 Compuestos volatiles.

Las leches crudas de primavera presentaron valores mas altos de
hexanal, heptanal, trans-2-heptenal, nonanal and trans-2-nonenal en las
leches AO respecto de A35 y A70 (Tabla 3-21). Estos aldehidos volatiles son
indicadores de oxidacion espontanea en leche cruda (Barrefors et al., 1995).
Por ende, estos parametros podrian ser indicadores de oxidacion lipidica
temprana presentes en mayor medida en las leches provenientes de
alimentacion con silaje. De estos compuestos, en otofio solo se observo un

aumento del trans-2-heptenal en las leches del tratamiento AO.

La presencia de propanal es especifica como indicador de oxidacion de

acidos grasos n-3, pero no se detectd en ninguno de los tratamientos.

A su vez, el pentanal y hexanal son indicadores de oxidacion de acidos
grasos n-6 (Li et al., 2012), Los valores mas altos de hexanal para las leches
del tratamiento AO de primavera son concordantes con los porcentajes mas
altos de &cidos grasos n-6. Sin embargo, en ambas estaciones el pentanal
aumento con el aporte de alfalfa en la dieta. En primavera no fue significativo

aunque si se observa una tendencia.

Sensorialmente, los valores umbrales de pentanal y hexanal asociados a
la deteccion de “olor oxidado” son de 130 y 50 ppb respectivamente (Duncan
and Webster, 2010).
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En el presente ensayo, las leches crudas estuvieron por debajo de estos

valores, en consistencia con los datos obtenidos por la prueba de TBARS.

Los restantes compuestos volatiles sélo mostraron diferencias entre
ensayos (Tabla 3-21 y Tabla 3-22).

Tabla 3-21 Aldehidos volatiles para leche cruda proveniente de las distintas

alimentaciones con alfalfa para primavera

Variable PRIMAVERA (Leche Cruda)

(Ppb) PO P35 P70 T  CMEL
Butanal 1,907 b 2,078 b 2976 a 0,668
Pentanal 0,596 0,594 0,732 ns 0,056
Hexanal 20,389 a 1,827 b 2,978 b ¥ 157
Trans 2 hexenal 0,302 0,294 0,345 ns 0,005
Heptanal 1,931 a 0,887 b 0,943 b ™ 0,296
Trans 2 heptenal 3,958 a 2132 b 27316 b ™ 0,949
Nonanal 6,244 a 3,019 b 2,541 b 2,282
Trans 2 nonenal 1,369 a 0,725 b 0,609 b ™ 0,188
Octanal 4,832 a 2,931 b 393 ab ™ 1,087
Volatiles totales 41522 a 14,484 b 17375 b ™ 21,86

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento

p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*) '*CME: cuadrado medio del error

Tabla 3-22 Aldehidos volatiles para leche proveniente de las distintas
alimentaciones con alfalfa para otofio

Variable OTONO (Leche Cruda)

(PPb) 00 035 070 T  CMEL
Butanal 4,469 4,423 4,952 ns 3,03
Pentanal 0,449 b 0,487 b 0,780 a k0,023
Hexanal 3,763 ab 3,052 b 5,193 a * 2,600
Trans 2 hexenal 0,196 0,284 0,269 ns 0,008
Heptanal 2,774 3,207 3,744 ns 1,964
Trans 2 heptenal 1,044 a 1,403 a 0,202 b *rx 0,173
Nonanal 1,150 1,205 0,970 ns 0,182
Trans 2 nonenal 0,129 0,129 0,122 ns 0,03
Octanal 1,029 b 1,743 a 1,135 b * 0,346
Volatiles totales 15,007 15,930 17,363 ns 8,043

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento

p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*) 'CME: cuadrado medio del error
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3.4.3.9 Acidos grasos.

En general el consumo de pasturas frescas induce en la leche cruda, un
aumento de acidos grasos insaturados, especialmente los poliinsaturados y
consecuentemente una disminucién de acidos grasos saturados (Adler et al.,
2013a; Mansbridge and Blake, 1997; Whiting et al., 2004).

En los ensayos de la presente tesis, cuatro acidos grasos presentaron
diferencias aumentando con la incorporacién de alfalfa en la dieta,
independientemente de la estacion del afio en la que fueron evaluados (C15,
C16:1, C18:3n3 y C20:5 n3). Estos se transforman por lo tanto en posibles
trazadores de alfalfa en las dietas.

Tabla 3-23 Composicion de acidos grasos de leche cruda obtenida a partir de

vacas alimentadas con diferentes proporciones de alfalfa en la dieta en
primaveray otofio

% ac gr, total PO P35 P70 00 035 070 E Trat
cd 3,27 3,45 3,61 3,42 3,46 3,49 ns ns
c6 2,17 2,19 2,32 2,42 2,36 2,23 ns ns
c8 1,34 1,27 1,31 1,50 1,42 1,29  * *
c10 2,99 2,78 2,80 3,44 3,13 2,73 %
c10:1 0,24 0,22 0,22 0,31 0,31 0,27  wxx %
cl2 3,31 3,01 2,99 3,68 3,48 3,02 **
cl4 10,94 10,72 11,03 11,84 11,14 10,61 * o
cl4:1 0,79 0,72 0,71 0,90 0,93 0,83  wwxx %
c15 0,89 0,95 1,12 0,88 1,00 1,18 ns ke
cl6 25,16 26,37 28,33 27,48 27,13 29,78  *k  kwkx
c16:1 1,39 1,43 1,52 1,39 1,46 1,58 ns  *
cl7 0,60 0,62 0,71 0,51 0,56 0,69  dkxx ke
c18 12,97 13,08 11,70 11,37 10,90 10,46  *wkx kx
c18:1t 3,12 2,89 2,88 2,56 2,85 2,60 ns
c18:1c 20,65 20,14 19,09 18,24 18,68 18,34 *** g
c18:2 nétt 0,15 0,15 0,19 0,17 0,23 0,25  ** ok
c18:2 néct 0,13 0,15 0,09 0,19 0,22 0,23  ®** g
c18:2 nétc 0,08 0,07 0,16 0,07 0,16 0,28  dkxk ke
c18:2 n6cc 3,87 3,30 2,39 3,23 2,99 1,86  Rrex ek
c18:3n3 0,32 0,53 0,91 0,35 0,58 1,02 ns ke
CLA 0,87 0,91 0,87 0,71 0,81 0,84  ®x  w
c22:4 n6 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 ns ns
c20:5 n3 0,03 0,04 0,08 0,05 0,06 0,08 ns ke
Tot, Saturados 63,63 64,45 65,92 66,44 64,59 65,50 ns ns
Tot, Insaturados 34,79 33,62 32,24 30,87 32,44 31,27 e %
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Tot, Monoinsaturados 25,95 25,17 24,19 23,09 23,92 23,34 v %
Tot, Poliinsaturados 5,42 5,17 4,73 4,79 5,07 4,57 o ko
Relacién Sat/Insat 1,83 1,92 2,05 2,16 1,99 2,10 * *
Trans (sin CLA) 3,43 3,27 3,32 2,99 3,45 3,35 ns ns
n6 total 9,80 8,97 8,20 8,86 9,19 7,93

n3 total 0,35 0,57 0,99 0,40 0,64 1,10

n6/n3 28,00 15,74 8,28 22,15 14,36 7,21

18:2 n6 4,23 3,67 2,83 3,66 3,60 2,62

18:2 n3 0,32 0,53 0,91 0,35 0,58 1,02

p<0,0001 (***¥), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

Otros &cidos grasos tales como el C8, C10, C10:1, C14:1, C18:2cc
disminuyeron con el aporte de alfalfa en la dieta pero con diferente

concentracion segun la estacion del afo.

La dieta de alfalfa indujo cambios a nivel de los acidos grasos C16,
C18:2tt, y un aumento significativo del CLA sdlo para otofio.

Tanto el CLA como los acidos grasos n-3 y n-6 de cadena larga, son de
interés desde el punto de vista nutricional y es importante sefialar que su
concentracion fue modulada significativamente (p<0,05) por la dieta y la

estacion del afo.

La inclusion de alfalfa en la dieta de las vacas lecheras favorecio el
aumento de CLA total y disminuy6 significativamente la relacion n-6/n-3 en la

leche cruda.

La desventaja de este perfil de acidos grasos mejorado desde el punto de
vista de la salud humana es que favorece la oxidacion en la leche debido a
la mayor cantidad de &cidos grasos poliinsaturados con mas de dos dobles
enlaces aumentando el indice de peroxidabilidad (Whitting and Horwitt,
1964).

De acuerdo con esta observacién, al aumentar el porcentaje de alfalfa en
la dieta, aumenta la susceptibilidad a la oxidacion (desde el punto de vista de

la composicion de acidos grasos (A70 > A35 > A0).

Sin embargo, estas diferencias no se evidenciaron mediante la técnica de
TBARS para ninguna de las estaciones evaluadas.
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Como se puede ver en la Figura 3-39, para ambas estaciones se observa
una buena correlacion (r= -0,89) en la alimentacién entre porcentaje total de
acidos grasos n-6 y n-3. En las dietas pastoriles hubo un fuerte aumento de
los n-3 a expensas de los n-6, mejorando de esta manera el aporte omega 3

en laleche.
1,20
1,00 ~&
S o - ®P0
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Figura 3-39 Relacion entre acidos grasos n-6 y n-3 de leche cruda en
primaveray otofio

3.4.4 Tratamiento quimiomeétrico de datos.

Este analisis cuantitativo se realiz6 con el objeto de observar relaciones
entre variables individuales, medidas para cada uno de los tratamientos
ensayados, sin la intervencion de una hipétesis que pudiera afectar la

distribucion de los datos y sus relaciones.

Para ello se realizd un andlisis discriminante de componentes principales
entre los valores de compuestos volatiles y los valores de los sensores de la
nariz electrénica con el objeto de determinar relaciones entre la medida de

olor y el compuesto quimico (Figura 3-40).
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Figura 3-40 AD de los compuestos volatiles y sensores de nariz electrénica
en las muestras de leche cruda para Primavera y Otofio en los tratamientos 0,
35y 70% de alfalfa

Se observa la separacion de las leches a lo largo de la componente FD1
para las diferentes estaciones. Las leches de primavera se asociaron a un

mayor nimero de sensores y a una mayor cantidad de volatiles.

Es interesante sefalar también las relaciones entre los volatiles y los
sensores. El sensor LY2G se asoci6 a la presencia de heptanal y butanal y a

su vez a la leche de otofio 70% alfalfa (O70), en la componente FD1.

En la componente FD2, los sensores P301 y P302 se asociaron al
pentanal y en menor medida a las leches de primavera con 70% de alfalfa
(P70) que a su vez se relacion6 con la presencia de trans-2-hexenal -
indicador de los acidos grasos n-3- y presenta mayor abundancia en estas

leches.

La leche 0% alfalfa de primavera (P0O) se asoci6 a mayores niveles de
hexanal, octanal, trans-2-heptenal, trans-2-nonenal y nonanal, consistente
con mayores niveles de oxidacion por TBARS y a su vez éstos
correlacionaron con diez sensores en la componente FD1. Barrefors et al.

(1995) encontraron que las leches crudas con mayor off flavor (olor
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particular) tenian mayor proporcion de estos aldehidos volatiles y menores

contenidos de alfa tocoferol y beta caroteno.

Por otro lado se relacionaron los volatiles con los &cidos grasos,

especialmente aquellos indicadores de oxidacion (Figura 3-41).
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Figura 3-41 AD de los compuestos volatiles y acidos grasos en las
muestras de leche cruda para Primavera y Otofio en los tratamientos 0, 35y
70% de alfalfa

Se observé que las dietas con 70% de alfalfa (P70 y O70) se asociaron a
la presencia de acidos grasos n-3, acidos grasos trans y a la producciéon de

pentanal.

La dieta de otofio sin pastura (O0) se asocid a mayor concentracion de
acidos grasos saturados y la presencia de hexanal y butanal, mientras que la
dieta sin alfalfa de primavera (P0O) mostro relacion con aumento de los acidos
grasos n-6 y los poliinsaturados totales asi como de hexanal, nonanal y

trans-2 heptenal a lo largo del eje FD1.

Asimismo los &cidos grasos trans, se asociaron a la presencia de trans-2-
hexenal en la componente FD2. Estos aldehidos son generados a partir de
la ruptura de los &cidos grasos insaturados causada por la oxidacién. Los
hidroperéxidos formados contindan rompiéndose y generando compuestos

carbonilicos volatiles responsables del off-flavor caracteristico de la leche
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oxidada. Los aldehidos de cadena simple son los responsables principales
de estos aromas indeseados (Day and Lillard, 1960).

Este trabajo demuestra la posibilidad de utlizar herramientas
quimiométricas para relacionar la influencia de la dieta pastoril, con la
incorporacion de é&cidos grasos en la leche y la generacion de volatiles
asociados a la oxidacion de los mismos y el aroma instrumental de la leche

cruda a fin de describir el “efecto pastura” sobre la composicion de la leche.

3.4.5 Productos Lacteos. Leche Entera en Polvo.

A partir de las leches crudas caracterizadas en el punto anterior se
elaboro leche en polvo en la planta piloto de Sancor, Provincia de Santa Fe,
segun la Figura 2-3 (pag. 41) de materiales y métodos.

La hipdtesis experimental de esta parte del ensayo enuncia que la leche
en polvo conserva las mismas caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales
gue la leche cruda que le da origen, de modo de relacionar los parametros

de alimentacion con la calidad de un producto en condiciones de consumo.

La leche en polvo representa ademas un modelo experimental de
induccion de oxidacion, ya que la condensacion y secado de las leches
involucran procesos térmicos agresivos para las moléculas susceptibles de

sufrir deterioro.

De este modo sirve como modelo para testear si las leches con mayores
antioxidantes incorporados naturalmente al glébulo de grasa, sufren menor

deterioro oxidativo.

3.4.5.1 Calidad de leche en polvo.

En primer lugar se presentan los parametros de composicion quimica

convencional de las LEP de cada dieta y estacion (Tabla 3-24).
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Tabla 3-24 Composicién quimica de la leche en polvo obtenida

Variable PO P35 P70 00 035 070 E Tratamiento  TxE

Grasa (%) 25,00 26,28 27,68 27,24 2752 2732 * * *

Proteina (%) 26,12 24,68 24,72 24,96 2552 2500 ns 0,039 *

Lactosa (%) 39,72 39,72 39,12 39,84 39,20 3996 ns ns ns

Humedad (%) 2,30 3,10 226 160 148 1,46 * ns ns

Grasa libre 0,29 043 0,40 1,12 0,98 0,92 * ns ns
(p<0,01)

Se observaron diferencias estacionales en humedad (%) y grasa libre (%)
(p<0,05), sin embargo hay que tener en cuenta que estas variaciones
pueden estar asociadas al funcionamiento de la planta piloto, ya que las

elaboraciones se realizaron en distintos dias.

Se observo un leve efecto significativo de la dieta (p< 0,039) sobre la
proteina, con valores de 25,54, 25,10 y 24,86% para las dietas A0, A35 y
A70 respectivamente. Esta tendencia es la misma que se observa en las
leches crudas (Tabla 3-16, pag. 108), con valores menores de porcentaje de

proteina asociados al aumento de pastura en la dieta.

3.4.5.2 Vitamina E, beta caroteno y retinol.

Como se observa en la Tabla 3-25, los micronutrientes antioxidantes
mostraron en la leche en polvo la misma tendencia observada en la leche

cruda.

En primavera el alfa tocoferol, beta caroteno y retinol aumentaron
significativamente (p<0,05), mientras que el gama tocoferol disminuyé

(p<0,05) con la mayor oferta de pastura de alfalfa (A35 y A70).

En las LEP de otofio, el alfa tocoferol no tuvo relacion con el aumento de
pastura en la dieta, mientras que el gama tocoferol disminuyé con la
presencia de pastura, mostrando la misma tendencia que en primavera. De
este modo el gama tocoferol estaria modulado por la presencia de granos y
alimento balanceado en la dieta de las vacas, mientras que el alfa tocoferol,
el beta caroteno y el retinol, estarian asociados principalmente a la dieta
pastoril siendo esta tendencia mas evidente en primavera. El beta caroteno

aumento 4 veces para A35 y A70 respecto de A0 en primavera 'y 2 veces en
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otofio y para el retinol se duplican los valores de las leches provenientes de

alimentacioén con alfalfa tanto en primavera como en otofio.

El alfa tocoferol de las LEP de otofio mostré una tendencia no esperada.
En los ensayos que se habian realizado hasta el momento y de acuerdo a la
mayoria de los datos de literatura, el pastoreo favorece la incorporacién de
alfa tocoferol a la leche.

En este caso, los niveles fueron parejos para todas las dietas (con una
leve tendencia a ser mas elevados en A35 y A70 que en AO) y mas elevados
en otofio que en primavera, lo cual podria deberse a factores fisiol6gicos que
controlan el pasaje de vitamina E a la glandula mamaria y que no estarian

relacionados con la ingesta de la vitamina (Kono and Arai, 2015).

Tabla 3-25 Medias y nivel de significancia obtenidos en primavera y otofio para
las vitaminas y capacidad antioxidante mediante ANOVA en LEP

PRIMAVERA (LEP)

Variable

PO P35 P70 T CME1
Alfa tocoferol (ug/g LEP) 2,8159 b 4,6819 a 4,5469 a *** (0,008
Gama tocoferol (ug/g LEP) 0,6262 a 0,3865 b 0,3876 b * 0,0131
Beta caroteno (ug/g LEP) 0,2294 b 0,9564 a 0,8704 a ***  (,0035
Retinol (ug/g LEP) 6,956 b 14,280 a 13,854 a ** 2042
D3 (ug/g LEP) 0,8978 0,8423 0,9021 ns  0,0179
FRAP (eq UM Fe2+) 271,55 335,05 266,98 ns  1309,47
TBA (ppb) 1073,5 1132,3 968,2 ns  9884,5
Ribo polvo (ug/g LEP) 10,813 11,027 11,010 ns 1,267

, OTONO (LEP)

Variable

00 035 070 T CME1
Alfa tocoferol (ug/g LEP) 6,6837 8,0694 7,0366 ns 1,685
Gama tocoferol (ug/g LEP) 0,3519 a 0,1923 ab 0,0864 b * 0,0074
Beta caroteno (ug/g LEP) 0,5946 b 1,5593 a 1,5794 a * (,1122
Retinol (ug/g LEP) 3,528 b 5,144 a 5,154 a * 0,4866
D3 (ug/g LEP) 0,2868 0,3589 0,3432 ns 0,003
FRAP (eq uM Fe2+) 310,23 319,83 291,45 ns 740,32
TBA (ppb) 1102,7 b 1165,2 b  1490,2 a ** 20724
Ribo polvo (ug/g LEP) 12,000 b 11,772 b 13,822 a *  0,2956

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento
p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error
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Se puede estimar la recuperacion de las vitaminas en la leche en polvo,
respecto de sus valores originales en la leche cruda. Para ello se debe
considerar que la leche en polvo se reconstituye al 13%, o sea 13 g LEP en
100 ml de agua. Si bien esta relacion es estimativa, puede dar una idea del
efecto del procesamiento sobre la estabilidad de los micronutrientes. A
grandes rasgos se estimé que en promedio la recuperacion de los
micronutrientes en la leche en polvo respecto de su concentracion en leche
cruda fue de 86,0%; 80,3%; 141,8%; 120,1% y 98,7% para alfa tocoferol,
beta caroteno, retinol, colecalciferol y gama tocoferol respectivamente. La
Figura 3-42 ilustra estas relaciones para el alfa tocoferol, beta caroteno y

retinol.
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Figura 3-42 Comparacion de vitaminas antioxidantes: alfa tocoferol, beta
caroteno y retinol en leche en polvo (expresado por ml) y cruda para los
tratamientos en primaveray otofio
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3.4.5.3 Riboflavina, capacidad antioxidante y oxidacion.

Los valores de riboflavina fueron significativamente mas altos en el
tratamiento A70 de las leches de otofio. En las leches de primavera no se
evidencié un efecto de la dieta sobre la concentracién de esta vitamina. De
este modo la riboflavina también presentdé en leche en polvo la misma
tendencia que en la leche fluida. No hay en la literatura consenso general
sobre la variacion de esta vitamina relacionada a la estacion ni a la

alimentacién (Poulsen et al., 2015).

Si es importante sefalar que esta vitamina puede sufrir autooxidacion,
especialmente inducida por luz y constituir un factor prooxidante en las
leches y productos lacteos, generando una cadena de oxidacion que afecta
principalmente lipidos y proteinas alterando sensorialmente los productos
lacteos (Duncan and Webster, 2010; Johnson et al., 2015; van Aardt et al.,
2005).

De hecho, la oxidacién lipidica fue mas elevada en las LEP del
tratamiento A70 de otofio, leches que presentaron valores mas elevados de
riboflavina. Para el resto de los tratamientos y las estaciones, los valores de
TBARS fueron similares, no observandose diferencias estacionales como se

habia observado para la leche cruda.

Respecto a la capacidad antioxidante medida por FRAP no hubo
diferencias por tratamiento en ninguna de las dos estaciones ni tampoco

diferencias entre dietas.

De este modo se podria inferir que el procesamiento térmico de las leches
afectd de manera similar a todas las muestras, independientemente de la

dieta o de la estacion del ano.

Dado que hay un tratamiento térmico en la elaboracion de la leche en
polvo, tal como calentamiento, concentracion y secado, es importante
estudiar el efecto en el tiempo sobre el desarrollo de productos de oxidacién
y produccion de compuestos volatiles, Por esta razon, se estudié la vida util
de la leche en polvo producida. Estos datos se analizan en el siguiente

capitulo de esta tesis.
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3.4.5.4 Colory aroma instrumental.

Para las variables de color, L*, a* y b* se observaron las mismas

tendencias aunque con distinta significancia que en leche cruda (Tabla 3-26

y

Tabla 3-27), En general, disminuy6 el valor L* en las LEP de vacas

alimentadas con pasturas de primavera (p<0,001), pero no hubo diferencias

en las LEP de otofio, mientras que los parametros a* y b*, aumentaron hacia

las componentes rojo y amarillo, respectivamente, debido a la presencia de

alfalfa en la dieta (p<0,05) en ambas estaciones.

Tabla 3-26 Medias y nivel de significancia obtenidos en primavera para las
variables de color y aroma analizadas mediante ANOVA en LEP

PRIMAVERA (LEP)

PO P35 P70 T CME1

L* (color) 94,822 a 94,501 b 94,258 c *  0,00143
a* (color) -1,5156 b -0,9200 -0,9506 a  *** (0,0159

b* (color) 12,6760 b 14,8110 a 14,0520 ab ** 0,0578

LY2AA -0,0182 -0,0175 -0,0175 ns  0,00001
LY2G -0,0224 -0,0213 -0,0212 ns  0,00001
LY2Gh -0,0169 -0,0160 -0,0162 ns  0,00001
LY2LG -0,1001 -0,1021 -0,1010 ns  0,00001
LY2gCT  0,0063 0,0063 0,0063 ns  0,00001
LY2gCT1 0,0211 0,0220 0,0217 ns  0,00001
P101 0,3604 0,3647 0,3629 ns  0,00001
P102 0,2708 0,2741 0,2728 ns  0,00001
P301 0,1437 0,1421 0,1424 ns  0,00001
P302 0,1064 0,1061 0,1056 ns  0,00001
P401 0,4698 0,4737 0,4718 ns  0,00001
P402 0,1734 0,1761 0,1750 ns  0,00001
PA2 0,2521 0,2550 0,2538 ns  0,00001
T301 0,2621 0,2649 0,2630 ns  0,00001
T401 0,3388 0,3444 0,3418 ns  0,00002
T402 0,1725 0,1757 0,1742 ns  0,0001

T702 0,1366 0,1380 0,1371 ns  0,0001

TA2 0,3573 0,3629 0,3605 ns  0,0002

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento

p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error
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Tabla 3-27 Medias y nivel de significancia obtenidos en otofio para las variables
de color y aroma analizadas mediante ANOVA en LEP

OTONO (LEP)

00 035 070 T CME1
L* (color) 95,320 94,839 95,026 ns  0,1025
a* (color) -1,2350 -0,7675 a -0,8975 ab * 0,0397
b* (color) 13,5450 b 148840 a 156720 a ** 0,2503
LY2AA -0,0402 -0,0365 -0,0370 ns  0,00002
LY2G -0,0591 -0,0512 -0,0490 ns  0,00004
LY2Gh -0,0426 -0,0371 -0,0352 ns  0,00002
LY2LG -0,0607 b -00597 ab -00582 a * 0,00001
LY2gCT  -0,0078 -0,0020 0,0085 ns  0,00008
LY29CT1 -0,0289 -0,0257 -0,0241 ns  0,00001
P101 0,3696 a 0,3648 ab 0,3523 * 0,00005
P102 0,2429 0,2402 a 0,2333 *** 0,00001
P301 0,2080 0,1950 0,1790 ns  0,0003
P302 0,1284 0,1228 0,1205 ns  0,00002
P401 0,4764 b 0,4706 ab 0,4567 a * 0,00007
P402 0,2022 0,1945 0,1805 ns  0,0001
PA2 0,3222 0,3123 0,2905 ns  0,0004
T301 0,3684 0,3549 0,3199 ns  0,0013
T401 0,3271 0,3227 0,3115 *** 0,00002
T402 0,1782 a 0,1759 a 01694 b ** 0,00001
T702 0,2027 0,1938 0,1721 ns  0,0004
TA2 0,3511 a 0,3465 a 03337 b ** 0,00002

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento

p<0,0001 (***+), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error

135



Estos cambios fueron apreciables a simple vista como se observa en la
Figura 3-43 para LEP de primavera de los tratamientos A0, A35y A70.

Figura 3-43 LEP de primavera de los tratamientos A0, A35y A70

En cuanto al aroma, no hubo diferencias significativas para las leches en
polvo de primavera pero si para las leches de otofio.

3.4.5.5 Compuestos volatiles.

Los compuestos volatiles asociados a oxidacion que manifestaron
cambios significativos con la dieta fueron el hexanal, heptanal y trans-2-
heptenal para las LEP de primavera, siendo mayores las concentraciones de
estos compuestos para los tratamientos con menor porcentaje de alfalfa en
la dieta (Tabla 3-28).

Las leches en polvo del tratamiento sin alfalfa estarian menos protegidas
de la oxidacon lipidica, Estos resultados no concordaron con lo observado
por TBARS, indicando que la aparicion de volatiles seria mejor indicador de
la oxidacion lipidica en leche en polvo. Este fendmeno se repitio en las LEP
de otofio con el hexanal. La oxidacion en las muestras de A0 fue
significativamente mayor que en A70 (p<0,05).
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Tabla 3-28 Aldehidos volétiles para LEP proveniente de las distintas
alimentaciones con alfalfa para primavera y otoio

Variable PRIMAVERA (LEP)

(Ppb) PO P35 P70 T CME1
Butanal 2,962 ab 4,955 a 1,585 b * 1,395
Pentanal 7,684 5,905 4,603 ns 2,790
Hexanal 94,05 a 54,13 b 50,95 o I 92,81
Trans 2 hexenal nd nd nd -- --
Heptanal 10,026 a 6,533 b 6,457 b * 2,937
Trans 2 heptenal 2,816 a 1,267 b 1,210 b * 0,322
Nonanal 5,772 4,701 4,775 ns 0,681
Trans 2 nonenal 1,314 0,915 1,170 ns 0,110
Octanal 6,126 4,685 5,313 ns 1,702
Volatiles totales 115,41 a 64,40 b 5755 b x 201,92
Variable OTONO (LEP)

(ppb) 00 035 070 T CME1
Butanal 7,050 ab 6012 b 7862 a ns 0,551
Pentanal 3,728 b 5138 ab 7,325 a o 2,464
Hexanal 25,968 a 22,128 ab 18388 b * 12,969
Trans 2 hexenal 0,358 0,333 0,438 ns 0,007
Heptanal 2,828 2,412 3,101 ns 0,436
Trans 2 heptenal 1,552 1,390 1,466 ns 0,023
Nonanal 2,951 2,673 3,058 ns 0,384
Trans 2 nonenal nd nd nd - -
Octanal 2,434 2,007 2,458 ns 0,254
Volétiles totales 46,868 42,097 44,095 ns 39,12

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento
p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error
3.4.5.6 Acidos grasos.

El efecto de la dieta sobre la composicion de acidos grasos de LEP reflejo
el fendmeno que se habia observado para las leches crudas (Tabla 3-29).
En las LEP de primavera, el incremento de alfalfa en dieta indujo un

aumento de los 4cidos grasos n-3 y esto a su vez significo una reduccion de
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la relacion n-6/n-3, de modo que se alcanz6 una relacion 6ptima, desde el

punto de vista de una leche saludable, para el tratamiento A70.

Tabla 3-29 Composicion de acidos grasos de leche en polvo obtenida a partir de
vacas alimentadas con diferentes proporciones de alfalfa en la dieta en
primaveray otofio

% ac gr,

total PO P35 P70 OO0 035 070 E Trat TxE
c4 293 3035 297 3,175 3,145 3,14 ns ns ns
c6 2,045 197 1,945 229 2205 2015 ns ns ns
c8 1,345 1,16 1,135 1,435 1,34 1,175 ns * ns
cl0 309 258 254 3,25 2,99 2,53 ns ns
cl0:1 0,245 0,21 0,195 0,29 0,29 0,24 * ns ns
cl2 348 2,89 2,825 3,64 3385 2,865 ns * ns
cl4 11,22 10,76 10,745 11,77 11,14 10,365 ns * ns
cl4a:1 082 0,74 069 0845 0925 0,765 ns ns ns
c15 0,905 1,01 1,14 0,89 1,015 1,17 ns  ** ns
cl6 25,115 27,67 27,805 27,715 28,045 29,6 * * ns
cl6:1 1,505 1,535 1,46 1,325 1,46 1525 ns ns ns
cl7 0,6 0,655 0,74 0,52 0,565 0,71 *h dox ns
c18 12,84 12,685 12,64 12,06 1091 11,17 ns ns ns
cl8:1t 3,145 3,16 3,06 2,39 2,605 2,62 ¥ ns s
c18:1c9 20,195 19,295 19,415 18,1785 18,4975 18,6425 ** ns ns

cl8:2n6tt 014 0,18 0,17 0,145 0,25 0,265  **  * ns
cl82n6ct 0,13 0,22 0,205 0,17 0,225 0,255 * % g
cl8:2n6tc 0,075 0,135 0,215 0,07 0,165 0,295 ns ** ns
cl8:2n6cc 4,035 3,04 2,77 3,11 2,89 1,86 ns ns *
c18:3n3 0,26 0,535 0,745 0,33 0,555 0,955 * *k g

c20:4n6 0,18 0155 0,15 0,215 0,2 0,195 * ns ns
cla 0,9 091 089 0635 0,74 0815 * ns ns
c20:5n3 0,02 0,055 0,07 0,05 0,065 0,09 ns * ns
€22:4n6 0,06 0,03 0,035 0,035 0,035 0,02 ns ns ns

Tot Satur, 63,57 64,42 64,495 66,75 64,745 64,745 ns ns ns

TotInsatur, 31,53 30,04 29,92 27,575 28695 2833 * ns ns
Tot
Monoinsat, 25,91 24,935 24,82 23,03 23,77 23,795 ** ns ns
Tot,
Poliinsatur, 5,62 5,105 5,105 4,545 4,92 4535 ¥ g *

Rel Sat/insat 2 005 2,135 2,145 2,315 2,14 2,17 ns ns ns

n6 total 10,34 9,41 8,95 8,60 9,05 8,04
n3 total 0,28 0,59 0,82 0,38 0,62 1,05
n6/n3 3691 15,94 10,98 22,62 14,59 7,69
18:2n6 4,38 3,58 3,36 3,50 3,53
18:2n3 0,26 054 0,75 0,33 0,56

p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)
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Tal como en leche cruda, en la Figura 3-44 se observa un aumento de
18:2 n-3 a expensas de 18:2 n-6 en las leches pastoriles con una buena
correlacion (r= -0,72) mejorando de esta manera el aporte de estos acidos
grasos beneficiosos para la salud.
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0,40 . 035
\‘ AP70
0,20 070
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total n6

Figura 3-44 Relacion entre 4cidos grasos n-6 y n-3 de LEP en primaveray
otofio

Estos resultados mostraron que el perfil de acidos grasos de las LEP

reflejé la tendencia obtenida en las leches crudas.

Se debe sefalar que una mejora de dicho perfil desde el punto de vista
nutricional, como lo es el aumento de los acidos grasos n-3, aumentan a la
vez la inestabilidad a la oxidacion de las leches y esta inestabilidad quimica
debe ser contrarrestada por la presencia de antioxidantes, como es el caso

de las LEP de primavera con mayor contenido de alfalfa en la dieta.

3.4.5.7 Tratamiento quimiométrico de datos.

Igual que con la leche cruda, se realizO un analisis de componentes
principales entre los valores de compuestos volatiles y los valores de los
sensores de la nariz electrénica (Figura 3-45), con el objeto de determinar

relaciones entre la medida de olor y el compuesto quimico.
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Figura 3-45 AD de los compuestos volatiles y sensores de nariz electrénica
en las muestras de LEP para Primavera y Otofio en los tratamientos 0, 35y
70% alfalfa

Al incluir los compuestos volatiles junto con los sensores de aroma, se
obtuvo la separacion de las leches en polvo segun la estacion del afio a lo
largo de la componente FD1 que explicé el 70,2% y no hubo una separacion
neta de los diferentes tratamientos dietarios. Sélo para las LEP de otofio ha
sido evidente la separacion del tratamiento con 70% de pastura. A su vez
esta leche se asocid a trans-2-hexenal, compuesto que procede de la

oxidacion de los n-3.

Por otro lado se relacionaron los volatiles con los &cidos grasos

especialmente aquellos parametros indicadores de oxidacion (Figura 3-46).
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Figura 3-46 AD de los compuestos volatiles y acidos grasos en las
muestras de LEP para Primavera y Otofio en los tratamientos 0, 35y 70%
alfalfa

Las asociaciones no fueron tan evidentes como resultd para las leches
crudas. No se observé una buena separacion de las LEP para las diferentes

estaciones ni dietas.

Nuevamente las herramientas quimiométricas permitieron observar
asociaciones y relaciones entre tratamientos y variables y entre las variables

entre si aunque con menos especificidad que en la leche cruda.

3.4.6 Productos Lacteos. Queso de pasta dura madurado.

Se eligié el modelo de un queso de 6 meses de madurado con el objeto
de comprobar el efecto de la calidad de la leche cruda sobre los parametros

fisico-quimicos y sensoriales de un segundo producto lacteo.

Este modelo representa un desafio a la hipotesis de que la alimentacion
pastoril favorece la incorporacion de antioxidantes y a su vez mejora la
calidad del producto final, ya que la elaboracion de quesos implica un
proceso de cuajada, fermentacion, concentracion de materia grasa y

madurado con el efecto de la adicibn de fermentos. De este modo, el
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producto final sufre una transformacion dréstica respecto de la materia

prima.

Para ello se elaboraron quesos a escala piloto en la planta de la EEA-
Rafaela, con la leche procedente de los tres tipos de alimentacion, A0, A35y
A70 vy las dos estaciones del afio segun la Figura 2-4 (pag. 42) de materiales
y métodos.

3.4.6.1 Calidad de Queso.

Los parametros de calidad lactolégica no mostraron diferencias entre
tratamientos ni estaciones (Tabla 3-30) excepto para la humedad en las dos

estaciones.

Tabla 3-30 Composicion quimica del queso elaborado

Variable PO P35 P70 OO0 035 070 E Trat TxE

Grasa (%) 27,72 28,32 28,18 2841 28,82 2874 NS nNs ns

Proteina Total (%) 31,80 31,43 31,49 31,85 31,28 31,87 hs ns ns

Humedad (%) 33,72 34,03 3499 3219 32,16 3220 * ns ns

NaCl 1,04 112 1,18 1,22 123 121 * ns ns
(p<0,01)

3.4.6.2 Vitamina E, beta caroteno y retinol y color.

Las tendencias observadas en leche cruda y LEP se mantienen en los
guesos (Tabla 3-31) para los micronutrientes antioxidantes. Se observan
mayores concentraciones de alfa tocoferol en las dietas con pasturas soélo en

primavera.

El beta caroteno y consecuentemente el retinol, fueron significativamente
mas elevados en los quesos pastoriles que en los quesos del tratamiento sin

alfalfa en ambas estaciones.

Como consecuencia del aumento del beta caroteno en el queso, se
observo también un aumento significativo (p<0,0001) en el parametro b* del
color en ambas estaciones. Este fenbmeno se observa en la foto que ilustra
los quesos obtenidos con las leches de cada tratamiento (Figura 3-47) y esta
descripto también en literatura (Calderon et al., 2006; Carpino et al., 2004;
Martin et al., 2005b).
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Tabla 3-31 Medias y nivel de significancia obtenidos en primavera y otofio para
las vitaminas y color analizadas mediante ANOVA en queso reggianito

PRIMAVERA (Queso)

Variable 1
PO P35 P70 T CME
Alfa tocoferol (ug/g queso) 19272 b 3,0796 a 3,7784 a  ** (0,349
Gama tocoferol (ug/g queso) 0,3134 a 0,2164 b 0,1611 b  *** (0,003
Beta caroteno (pg/g queso) 0,0834 ¢ 05545 b 0,7006 a  *** 0,011
Retinol (ug/g queso) 2,3141 b 4,358 a 38595 a s (515
L* 85,901 84,738 84,981 ns 1,074
ax 41113 b 6,4313 a 59667 a e (311
b* 21,117 b 27612 a 2892 a w3203
, OTONO (Queso)
Variable 1
00 035 070 T CME
Alfa tocoferol (Lg/g queso) 1,1832 1,8624 1,6997 ns 0,559

Gama tocoferol (ug/g queso) 0,3651 a 0,1988 b 00,1431 c *xxk 0,002
Beta caroteno (ug/g queso) 0,229 c 06235 b 08578 a *** 0,034

Retinol (ug/g queso) 2,542 b 44484 a 4,9543 a ** (0,580
L* 85,829 84,884 84,361 ns 1,298
a* 34575 b 51975 a 54806 a @ 0,344
b* 24844 B 30939 a 32,066 a ** 1897

Letras diferentes en distintas columnas indican efecto de Tratamiento
p<0,0001 (****), p<0,001 (***), P<0,01 (**) y p<0,05 (*)

'CME: cuadrado medio del error

Figura 3-47 Quesos madurados de primavera de los tratamientos A0, A35y
A70
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3.4.7 Conclusiones del ensayo.

La inclusion de pastura de alfalfa en cantidades crecientes en la dieta de
las vacas lecheras produjo por un lado, una menor concentraciéon de
determinados macronutrientes (GB y PT), un aumento de ciertos acidos
grasos esenciales y benéficos para la salud, un mejor perfil de vitaminas
liposolubles y pigmentos naturales, incremento del poder antioxidante
asociado a una menor presencia de compuestos voléatiles indicadores de
oxidacion y la potencial mejora del perfil sensorial. Estos cambios se
orientaron, en gran medida, hacia un sentido favorable considerando
aspectos nutricionales y tecnoldgicos. Posiblemente la variabilidad de la
calidad de la pastura (particularmente en primavera) limité algunos cambios

esperados.

Ademas, es interesante resaltar que en general las herramientas
estadisticas hicieron posible la correcta separacion en cuanto a los
porcentajes altos (35 y 70%) y 0% de alfalfa en la dieta. El tratamiento
guimiométrico de los datos permitié encontrar relaciones entre variables
asociadas a la calidad de la leche cruda obtenida con diferentes

proporciones de alfalfa en la dieta.

De acuerdo a los resultados expuestos hasta este punto, se propone que
con aproximadamente un 50% de pastura en la dieta (ya sea pastoreo
directo, corte y mezcla en raciones, etc,) se puede obtener leche con alto
valor de antioxidantes y caracteristicas diferenciales respecto a la obtenida
por alimentacion exclusiva en corrales, lo cual puede ser utilizado a nivel
productivo mediante practicas agrondmicas para valorizar las leches con
mayores niveles en vitaminas liposolubles y acidos grasos potencialmente

funcionales

Con estos resultados podemos concluir que la alimentacion animal
constituye una herramienta muy importante para modificar la calidad en
micronutrientes de la leche cruda, que se traduce en productos lacteos como
la leche en polvo y quesos que podrian ser diferenciados y valorizados por la

presencia de estas moléculas.
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3.5 Efecto de ladieta en la vida util de leche entera en polvo.

El objetivo de este ensayo fue continuar el estudio de las combinaciones
anti y prooxidantes presentes en la leche respecto al rol protector de los
antioxidantes naturales que se encuentran en los alimentos y su implicancia
sobre la vida util (bioquimica y sensorial) de la leche en polvo elaborada, la
presencia de compuestos bioactivos y su funcionalidad en el producto.

La calidad inicial de la materia prima es un factor fundamental para
determinar la calidad de la leche en polvo. También hay otros factores que
afectan la vida util tales como las variables del proceso (temperaturas y
tiempos de calentamiento), calidad del aire, contenido de humedad, material
de empaque, exposicion al oxigeno, adicion de antioxidantes, exposicion a la

luz y temperatura de almacenamiento (Lloyd et al., 2009; Muir, 2011).

Se trabajo sobre las muestras de leche en polvo del ensayo de primavera.
Las mismas fueron fraccionadas, envasadas con atmosfera modificada y
conservadas a 20 °C durante 18 meses, como se indica en la seccion de

materiales y métodos.

3.5.1 Vitamina E.

Como se indico en el capitulo anterior, el alfa tocoferol de la leche en
polvo (Figura 3-48) fue significativamente mayor para los tratamientos A35 y
A70 (p<0,0001) que para AO. En el andlisis de esta vitamina en funcion del
tiempo se observo que durante el primer afio disminuyo levemente (p<0,01)
y que a partir de los 16 meses disminuy0 significativamente a un ritmo mas

acelerado (p<0,001).
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Figura 3-48 Concentracion de alfa tocoferol en LEP de los tratamientos AO
(0% alfalfa), A35 (35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa).

En el caso del gama-tocoferol (Figura 3-49), la concentracién inicial fue

mayor para el tratamiento AO a causa de los derivados de soja presentes en

la alimentacion. Se observé cierta fluctuacion pero sin una tendencia

definida. Cabe destacar también que la concentracion de este isdbmero es

practicamente la décima parte de la del isomero alfa, ya que los mamiferos

incorporan este ultimo isbmero en mayor cantidad, como se discutio en las

secciones anteriores.
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Figura 3-49 Concentracién de gama tocoferol en LEP de los tratamientos
A0 (0% alfalfa), A35 (35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa).
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3.5.2 Beta caroteno.

En los ensayos anteriores se demostrd que las dietas pastoriles aportaron
concentraciones significativamente mayores de este compuesto (p<0,00001)
a la leche cruda respecto las dietas de silo y esto se mantuvo en la leche en
polvo. Cuando se analizé el comportamiento durante los 18 meses de vida
atil (Figura 3-50), se observd que hasta el mes 12 hubo una disminucién
gradual que se hizo significativamente distinta en el mes 17 y 18 para los
tratamientos A35 y A70 (p<0,001). En el tratamiento A0 no se observo esta
disminucién, posiblemente debido a que los valores de beta caroteno ya se
encuentran en concentraciones basales y por lo tanto no seria evidente la

degradacion de este compuesto.
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Figura 3-50 Concentracién de beta caroteno en LEP de los tratamientos AO
(0% alfalfa), A35 (35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa).

3.5.3 Retinol.

El comportamiento del retinol fue similar al beta caroteno, en donde los
tratamientos se diferenciaron bien, observandose dos grupos, A35 y A70
mayores que A0 (p<0,0001). Respecto a la concentracion en funcién del
tiempo, durante el primer afio bajé gradualmente, hasta que en el mes 17 se
observé una disminucion brusca. En este caso, los valores de AO, ademas
de los de A35 y A70 también disminuyeron en forma significativa (p<0,001)

como se ilustra en la Figura 3-51.
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Figura 3-51 Concentracion de retinol en LEP de los tratamientos A0 (0%
alfalfa), A35 (35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa).

Como se observa en la Figura 3-52, se obtuvo una buena correlacion
entre la concentracion de beta caroteno y de retinol en la leche en polvo

durante la vida util (0,944), similar a la observada en la leche fluida.

Esto indica que ambos compuestos se comportaron de manera similar,
obteniendo dos grupos netamente separados por las dietas con pastura

(superior) y la que no la contenia (inferior).
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Figura 3-52 Relacion entre la concentracion de beta caroteno y retinol en la
leche en polvo.

Cabe sefialar que la concentracion promedio de retinol natural en las

leches pastoriles (A35 y A70) durante los primeros 12 meses de
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almacenamiento, fue de 1500 pgramos por cada 100 gramos de leche en
polvo.

Esta concentracién duplica la concentracion indicada en las leches
industriales fortificadas (606 pg/100 g de LEP), por lo cual se puede
considerar que las leches en polvo de estos ensayos se encuentran
naturalmente fortificadas con vitamina A en las dosis utilizadas

comercialmente.

3.5.4 Vitamina Dj,

Los niveles de esta vitamina fueron similares en los tres tratamientos, y
sufrieron una degradaciéon gradual hasta los 16 meses de almacenamiento,
con un deterioro notable en los ultimos dos meses, al igual que las vitaminas

gue se discutieron anteriormente (Figura 3-53).

Los niveles promedio se mantuvieron en alrededor de 9 pgramos cada
100 g de LEP, superando ligeramente la dosis de fortificacion indicada para

leches comerciales.

La ventaja de estas leches es que la vitamina D3 natural corresponde al
isomero biologicamente activo y puede aprovecharse en términos de

plantear productos lacteos saludables.
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Figura 3-53 Concentracién de D; en LEP de los tratamientos AO (0% alfalfa),
A35 (35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa).
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3.5.5 Capacidad antioxidante.

No se observaron diferencias significativas en la capacidad antioxidante
de las leches medidas por FRAP. Este pardmetro disminuy6 a través del
tiempo de la misma manera para todos los tratamientos (p<0.0001). La
disminucion fue gradual hasta los 12 meses y luego se mantuvo
relativamente constante, como se observa en la (Figura 3-54). Los valores
encontrados en el tiempo inicial fueron en promedio de 342 uM Fe?*, valor
que bajo a niveles promedio de 235 pM Fe?*a partir del afio de conservacion.
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Figura 3-54 Valor de FRAP en LEP de los tratamientos AO (0% alfalfa), A35
(35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa)

La capacidad antioxidante de las LEP de este ensayo podria deberse a
los productos de Maillard generados por combinacion de lactosa y proteinas.
Estos productos y algunos derivados de los mismos, poseen actividad
antioxidante y reductora (Oh et al., 2013). Considerando que las LEP
sufrieron calentamiento durante la pasteurizacién, evaporacion y secado
spray en la planta piloto, la capacidad antioxidante de las mismas no estaria
relacionada con la dieta de los animales sino con el procesamiento y por lo

tanto no se esperarian diferencias atribuibles a la dieta de las vacas.

3.5.6 Oxidacion.

La oxidacion lipidica medida por TBARS, aumenté en todos los

tratamientos en forma similar (Figura 3-55).
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Figura 3-55 Valor de TBARS en LEP de los tratamientos AO (0% alfalfa), A35
(35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa)

Fenaille et al. (2001) compararon varias metodologias para medir el
malondialdehido formado como producto secundario en la oxidacion de los
lipidos (HPLC con deteccion UV, GC-MS y espectroscopia). Para el caso de
la medicion por espectroscopia establecieron que en el caso particular de los
lacteos, hay un pico de absorbancia a 450 nm que corresponde a productos
amarillos que interfieren con la medicién a 532 nm e indicaron que podian
ser otros productos de la oxidacidon de los lipidos tales como otros aldehidos,
cetonas, etc. Los valores de TBA obtenidos por estos autores para la
medicion por espectroscopia fueron entre 800 y 1500 ppb, similares a los de
nuestros ensayos. Por otro lado, Angulo et al. (1997) midieron la oxidacion
lipidica en muestras comerciales durante un afio, con variaciones en la
forma de conservacion. En general los valores iniciales fueron de 0,2
umol/100g y aumentaron en las distintas condiciones llegando hasta
11,1umol/100g en los casos mas extremos para leche en polvo descremada.
En el caso de la leche entera en polvo, los valores maximos de TBARS
fueron 2,2 umol/100g. Estos valores son similares a los obtenidos en LEP

para los registros de los tiempos finales presente ensayo de vida util.

La oxidacion de LEP es una continuacion de la oxidacion iniciada en la
materia prima (Hedegaard et al., 2006; Karatapanis et al., 2006). Como se
sefialé en la introduccion, el proceso es autocatalitico y la reaccion de

oxidacion prosigue aun en empaques impermeables al oxigeno (Lillard,
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1978). Aun en un producto como la leche en polvo con baja actividad de
agua (aw), la oxidacién continla porque existe migracibn de compuestos
hidrofébicos que no dependen de la movilidad del agua (Thomas et al.,
2004). También el efecto del calentamiento, como se sefial6 en el punto

anterior, genera compuestos de oxidacion.

3.5.7 Hexanal.

Como se observo en el capitulo anterior, el valor de hexanal en las LEP
del tratamiento AO fue mayor (p<0,0001) que los valores de A35y A70 y se
mantuvieron constantes hasta aproximadamente los 6 meses de
almacenamiento. A partir de este tiempo A0 aument6é en mayor proporcion
que A35 y A70 (p<0,0001). Las LEP A35 y A70 se mantuvieron constantes
entre los meses 8 y 16, en valores un poco mas elevados que al inicio del
almacenamiento y finalmente, la concentracion de este aldehido aumento
considerablemente en los ultimos dos meses como se ilustra en la Figura
3-56.
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Figura 3-56 Valor de Hexanal en LEP de los tratamientos A0 (0% alfalfa),
A35 (35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa)

3.5.8 Color.

Las leches en polvo de los tres tratamientos se diferenciaron entre si por
el color. Las LEP del tratamiento AO mostraron valores de L* mayores y de
a* y b* menores que los de A35 y A70. Se observé que con el tiempo de

almacenamiento y hasta los 14 meses no hubo variacién del valor L*. A los
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15 meses A0 comenzo a disminuir y a los 16 meses la disminucion fue mas
abrupta. A su vez, A35 y A70 también disminuyeron significativamente
(p<0,0001) a partir de los 16 meses (Figura 3-57).
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Figura 3-57 Evolucién de L* (1), a* (Il) y b* (lll) durante la vida atil de LEP
para los tratamientos AO (0% alfalfa), A35 (35% alfalfa) y A70 (70% alfalfa)

Para el valor a* se observé una tendencia a aumentar (p<0,05) en los

ultimos meses del ensayo de vida util (16-18), a la vez que disminuyo el L*
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de modo que el resultado visual fue el de LEP mas oscuras en los tres

tratamientos durante los Ultimos muestreos.

Esto no ocurre con el valor b* en donde no se observan modificaciones
con el tiempo de almacenamiento. Tal como se discutio en el capitulo
anterior, el valor b* se correlaciona positivamente con la concentracién de
beta caroteno y las muestras A35 y A70 son mayores. También L* es mayor
en las muestras AO porque son mas claras. Estas diferencias se observan
durante todo el tiempo de almacenamiento, disminuyendo o aumentando de
la misma manera para todos los tratamientos (no hay interaccién entre

tratamientos).

3.5.9 Uso de Fluorescencia de fase frontal para la determinacion de calidad de

leche en polvo.

Aunque los analisis fisicoquimicos o sensoriales son técnicas adecuadas,
conllevan tiempo y reactivos quimicos. Para la industria de los alimentos, es
interesante desarrollar técnicas no invasivas ni destructivas de deteccion de
oxidacion (Botosoa et al., 2013) que las torne adecuadas para usar on-line
en el procesamiento en las plantas alimentarias (Rouissi et al., 2008). En los
productos lacteos, principalmente la riboflavina, la vitamina A, los
aminoacidos aromaticos, los productos de reaccion de Maillard, NADPH, las
porfirinas, las clorofilas y los productos de oxidacion de los lipidos son los

gue producen la emision por fluorescencia (Andersen and Mortensen, 2008).

Se han propuesto distintas combinaciones de excitacidbn/emision para
determinar el efecto del procesamiento de los productos lacteos tales como
intensidad del tratamiento térmico, modificaciones en la estructura, cambios
producidos por la inducciéon de la oxidacion por luz, etc. con variados
resultados. En general para determinar el grado de tratamiento térmico son
muy contradictorios los resultados, pero en lo que se refiere a la oxidacion

por luz es un poco mas efectivo.

En el transcurso del tiempo el comportamiento de las muestras medidas
por fluorescencia de fase frontal durante el almacenamiento mostré

diferencias significativas para los diferentes tratamientos y entre ellos.
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Como se observa en la Figura 3-58, las mediciones correspondientes a la
region de peroéxidos lipidicos (ex 340- em 420 nm), produccion de ditirosina
(ex 350- em 430 nm) y oxidacion proteica (ex 350- em 450 nm), aumentaron
en el transcurso del almacenamiento, con valores significativamente

menores (p<0,05) para el tratamiento A70 respecto de A0 y A35.
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Figura 3-58 Fluorescencia por fase frontal para variables de oxidacién en
LEP. I: Peréxidos lipidicos a 420nm, II: Ditirosina, Ill: Oxidacion de Proteinas

Un parametro de deterioro proteico fue la pérdida de la sefial de triptofano

(ex 286- em 326 nm) (Figura 3-59), que disminuy6 en todos los tratamientos
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a lo largo del almacenamiento como también reportaron (Andersen and
Mortensen, 2008).
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Figura 3-59 Fluorescencia por fase frontal para Triptofano

Este trabajo muestra por primera vez el uso de la metodologia no
destructiva de determinacion de fluorescencia de fase frontal para el

seguimiento de la vida util de leche en polvo.

Algunos parametros como la vitamina E, no pueden medirse por esta
metodologia por la interferencia que presenta el triptofano. Ambos
compuestos tienen maximos de excitacion y emision muy cercanos (ex 296-
em 330 y ex 286- em 326 nm, para vitamina E y triptéfano, respectivamente),
y por lo tanto la presencia del mayoritario -en el caso de LEP las proteinas-

enmascara al minoritario (tocoferol).

Sin embargo se pudo estimar la riboflavina (ex 445- em 520 nm) en los
tres tratamientos (Figura 3-60), la cual deberda compararse con el método
tradicional a fin de determinar la exactitud de estimacion por esta

metodologia.
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Figura 3-60 Fluorescencia por fase frontal para Riboflavina

Una aplicacion interesante es que se pudo seguir el deterioro oxidativo de
las muestras a lo largo del almacenamiento y como se muestra en los puntos
siguientes, se pudo relacionar la fluorimetria con otros parametros

bioquimicos y sensoriales instrumentales de indicadores de oxidacion.

3.5.10 Balance antioxidante.

La siguiente Figura 3-61, muestra los valores predichos mediante la
aplicacion de un modelo de regresion cuadratica para tres indicadores de
actividad antioxidante (alfa tocoferol, beta caroteno y actividad antioxidante
total por FRAP) y tres indicadores de oxidacion (TBARS, hexanal de
oxidacion de lipidos y ditirosina por fluorescencia frontal como indicador de
oxidacion proteica). Como se observa en los paneles Ay B el alfa tocoferol y
beta caroteno de las LEP de los tres tratamientos se deterioraron con
cinéticas similares en el transcurso del tiempo de almacenamiento para los
tratamientos A35 y A70. Al mismo tiempo las ecuaciones mostraron una

cinética inversa a la induccion de oxidacion medida por los tres parametros.
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Figura 3-61 Modelos de regresiéon cuadratica para I: alfa tocoferol; II: beta
caroteno; lll: FRAP; IV: TBARS; V: Hexanal y VI: Ditirosina

Se compararon asi los valores de alfa tocoferol con la induccion de

oxidacion. Se podria concluir que valores de alfa tocoferol mayores a 4 ug/g

de leche mantendrian la oxidacion en niveles inferiores a 1200 ppb TBARS y

menores a 200 ppb de hexanal.

Esta relacidon se daria en condiciones tedricas segun el modelo hasta los

13 meses en las leches de A35 y A70, mientras que en las A0, a los 10

meses ya se alcanzan valores de hexanal superiores a los 200 ppb. El

modelo también muestra que la actividad antioxidante total se vio afectada

por igual en los tres tratamientos, por lo tanto la presencia de antioxidantes
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hidrofilicos (la mayoria de los que aportan al poder reductor del FRAP) no
seria de gran aporte para la estabilidad oxidativa de la leche en polvo.

También predice que las leches del tratamiento A35 tienen menor
estabilidad en el tiempo final de vida atil que las leches de A70, con lo cual,
se refuerza la teoria de que un aporte de pastura de al menos 50% en la
dieta, podria ayudar a alcanzar los niveles de estabilidad oxidativa y calidad

integral en las leches y productos derivados.

En la Tabla 3-32, si se observan los minimos de las funciones predichas
para cada parametro indicador de oxidacién seleccionado se podria concluir
gue la produccion de hexanal es un evento temprano que indica un aumento
del deterioro oxidativo a partir del primer mes en leche A0 y de los 4 meses
para leches pastoriles, mientras que el TBA, mayor indicador de degradacion
lipidica general, aumenta a partir de los 8 meses aproximadamente (un poco
antes para leches pastoriles, probablemente por su mayor contenido en

acidos grasos con mas de dos insaturaciones.

Tabla 3-32 Ecuaciones de modelizaciéon de la oxidacién para las leches A0, A35y
A70

A0 A35 AT70
TBA=1416,3-76,5"t+4 5*t2 TBA=1590-152 2*t+10*t? TBA=1244 6-52 8*t+3, 6t
Min= 8,5 meses Min= 7.6 meses Min= 7,6 meses
Hexanal=91,3-0,5%t+1,1*t Hexanal=80-11,6*t+1,4*2 Hexanal=79,1-10, 1*t+1,3*t
Min= 0,2 meses Min= 4,1 meses Min= 3.9 meses
Ditirosina=69,6-0,8*t+0, 1*t2 Ditirosina=70,3-2, 3*t+0,2* Ditirosina=61,3-0,3*t+0,06*t
Min= 4 meses Min= 5.75 meses Min= 2.5 meses

Por otro lado la oxidacién proteica seria un evento relativamente
temprano en la leche en polvo, anterior al incremento de TBARS, aunque la
velocidad de incremento seria menor en el tiempo, aunque ello no significa
gue sea un evento de menor importancia. Este fenomeno podria estar
relacionado con la autooxidacion de la riboflavina, que genera oxigeno
singulete, altamente inestable, aunque este fendbmeno se da con mayor
frecuencia en relacion con la iluminacién de las leches, y estas muestras

fueron conservadas en oscuridad. Como se observo para riboflavina medida
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por fluorescencia, los tres tratamientos se comportaban de la misma manera,

disminuyendo levemente con el tiempo.

3.5.11 Factores de discriminacién de leches en polvo segun la dieta de las

vacas lecheras.

Correlacion tly t2
1
0,75
0,5 tig
T301
0,25 ARSO Oitirosina
gerlip4 5
N 0 . . ,/‘; 1093t Hexanal
. ' }W ' " perlip420
LY2AR3e” 1
0 A 'AFi’na Gamat
2 amatoco
Ly2 riptof igibofla
-0,5 Y29CTI T
L*
-0,75 +
1 Trat-AO
-1 07 05 025 § 025 05 075 1

Figura 3-62 AD de todas las variables consideradas en este ensayo por
PLS.

Con todos los parametros medidos en cada tratamiento y a través del
tiempo, se realiz6 un andlisis de regresion por cuadrados minimos parciales
(PLS) a fin de determinar las relaciones de estos parametros entre si y su

utilidad para clasificar a as leches segun la calidad de las mismas.

En Figura 3-62 se puede apreciar que el tratamiento A0, fue caracterizado
principalmente por gama tocoferol (R=0.350) y negativamente por el alfa
tocoferol, beta caroteno y retinol (R= -0,602; -0,768 y -0,711,
respectivamente) lo cual efectivamente indicé mayores cantidades de grano
en la dieta de las vacas lecheras y valores mayores de L* y riboflavina. En el

otro extremo del grafico se ubicé el tratamiento A70, caracterizado por las
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variables alfa tocoferol, beta caroteno y retinol, que a su vez correlacionaron

negativamente con el tiempo de almacenamiento (pendientes negativas).

El tratamiento A35, se ubicd cerca del A70 y fue explicado por mayores
valores de a*y b*:

Los pardmetros asociados a una correlacion positiva en el tiempo fueron
el hexanal, la oxidacion de proteinas por fluorescencia (medidas a oxidacién
de proteinas a ex 350- em 450 nm, ditirosina a ex 350- em 430 nm), TBARS,
peroxidacion lipidica por fluorescencia (peroxidos lipidicos ex 340- em 420
nm, perdxidos lipidicos de gatellier ex 386- em 475, perlip ex 360- em 435

nm) y algunos sensores de olor (nariz electronica).

Nuevamente, la aplicacion de métodos quimiométricos de analisis de
variables, permitio diferenciar las leches de los tres tratamientos y el efecto

del tiempo de almacenamiento.

Las correlaciones entre las diferentes variables entre si y con el tiempo y
tratamientos se ilustran en el anexo. Pero podemos mencionar por ejemplo
una alta correlacion positiva entre el alfa tocoferol con el beta caroteno
(R=0,864) y con el retinol (R=0,863) y una correlacion negativa con el
hexanal (R=-0,636) y con la ditirosina (R= -5,21), reforzando los modelos de
regresion cuadratica que describimos en el punto anterior. Ademas se
observo una alta correlacion positiva con los sensores que fueron negativos

para el tiempo.

El comportamiento de las muestras en el tiempo correlacioné mayormente
con los valores de olor, negativos para los sensores LY2G; LY2AA; LY2Gh y
LY2gCTI con valores de R=-0,612; -0,612 -0,603 y -0,776 respectivamente y
positivamente con T301; T702; P301 y P302 con R= 0,479; 0,489; 0,469;

0,456 respectivamente.

Una relacion muy interesante que surge de este estudio es que el hexanal
presentd correlaciones positivas con medidas de fluorescencia indicadoras
de oxidacion: perlip435 (medida a 435 mn emisidn); oxprot (medida a 450
nm de emisién) y ditirosina con R=0,461; 0,452 y 0,456 respectivamente:

También correlacion6 en forma negativa con los sensores LY2G (R=-0,776);
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LY2AA (R= -0,787); LY2Gh (R= -0,779); y positiva con los sensores
indicadores de tiempo de almacenamiento: LY2gCTIl (R= 0,797); LY2gCT
(R=0,560); T301 (R=0,612); T702 (R=0,655); PA2 (R= 0,479); P301 (R=
0,694); P302 (R=0,707).

En general se puede concluir que algunas medidas no destructivas como
la fluorescencia de fase frontal y el olor por medio de una nariz electronica

podrian usarse para clasificar LEP de acuerdo a su estabiidad oxidativa.

3.5.12 Ensayo de discriminacion de muestras.

El comportamiento oxidativo de las leches en polvo en general se
mantuvo en valores relativamente estables durante el primer afio de
almacenamiento y el disparo de oxidacion fue mas evidente en los ultimos

seis meses.

Para tratar de identificar factores caracteristicos que describan el efecto
pastura, por medio de la diferenciacion de las leches segun la dieta y los
parametros de calidad de LEP, se realizé un analisis discriminante (AD) con
todas las variables bioquimicas que demostraron ser significativamente

distintas entre tratamientos (dietas) y también en el tiempo.

La Figura 3-63 muestra el resultado del AD de las muestras de leche en
polvo en sus respectivos tratamientos evaluados entre 0 y 12 meses. El
método de seleccidn por pasos (stepwise) dejo las variables gama tocoferol,
beta caroteno, retinol, L*, a* y hexanal como las de mayor peso para

diferenciar los tratamientos.

Se obtuvieron dos funciones discriminantes canonicas estadisticamente
significativas (p< 0.001) que explican, FD1 el 98,2% de la varianza total y
FD2 el 1,8% restante. Estas funciones permitieron clasificar a cada muestra
en su grupo de pertenencia (tratamientos) en un 81,0% de los casos

originales y en un 76,8% luego de la validacién cruzada.

Se obtuvieron las siguientes funciones discriminantes (coeficientes

estandarizados):
DF1=-0,373gama + 0,501beta + 0,472retinol — 0,424L* + 0486a* + 0,517hexanal
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DF2=-0,263gama — 0,286beta — 0,539retinol + 0,448L* + 0,959a* + 0,182hexanal

Consecuentemente, se pueden establecer las siguientes funciones de
Fischer (Tabla 3-33)

Tabla 3-33 Funciones discriminantes lineales de Fisher evaluadas por

tratamiento entre Oy 12 meses.

Tratamiento
AD A35 ATO
Gama tocoferol 1,659 -1,008 -0,651
Beta caroteno -4 425 2104 2321
Retinol -3,337 1,226 2,111
L* 2,773 -1,218 -1,555
a -3,614 2,891 0,723
Hexanal -1,675 0,981 0,694
Constante -9,394 -3,552 -3,032

En la Figura 3-63 se observan dos grupos claramente diferenciados en
donde A35 y A70 se comportan de manera similar, debido a que presentan
valores elevados de beta caroteno, retinol y a*. A su vez AO se diferencio

porque presenté menores valores de estas variables y mayores de L*.
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Figura 3-63 AD de las muestras de leche en polvo evaluadas de 0 a 12
meses para los tratamientos AOQ, A35y A70
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Para el tiempo restante de vida util (13 y 18 meses) se realizé el AD de
las muestras de leche en polvo en sus respectivos tratamientos (Figura
3-64). En este caso, el método de seleccion por pasos (stepwise) opté por
las variables TBA, gama tocoferol, retinol, a* y hexanal como las de mayor

peso para diferenciar los tratamientos.

Se obtuvieron dos funciones discriminantes canonicas estadisticamente
significativas (p< 0.003) que explican, FD1 el 92,1% de la varianza total y
FD2 el 7,9% restante. Estas funciones permitieron clasificar a cada muestra
en su grupo de pertenencia (tratamientos) en un 84,7% de los casos

originales y en un 81,9% luego de la validacion cruzada.

Se obtuvieron las siguientes funciones discriminantes (coeficientes

estandarizados):
DF1= 0,533TBA — 0,380gamatoco + 0,632retinol + 0,663a* - 0,542hexanal
DF2=-0,077TBA + 0,638gamatoco + 0,660retinol — 0,001a* + 0,267hexanal

Consecuentemente, se pueden establecer las siguientes funciones de
Fischer (Tabla 3-34).

Tabla 3-34 Funciones discriminantes lineales de Fisher evaluadas por
tratamiento entre 13y 18 meses.

Tratamiento
AD A35 ATO
TBA -1,329 0,914 0,414
Gamatocoferol 0,953 -1,077 0,124
Retinol -2,040 0,797 1,243
a -2.301 1,497 0,804
Hexanal 1,601 -1,252 -0,348
Constante -4 028 -2 486 -1,685

En este caso, el comportamiento de las muestras fue similar a lo que
sucedi6 entre 0 y 12 meses. Sin embargo, se observdO que hay una
tendencia a que se separen los tratamientos A35 de A70. Esto podria
deberse a que los valores de retinol para el tratamiento A35 disminuyeron y

los de TBA aumentaron en mayor medida a que para A70.
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Figura 3-64 AD de las muestras de leche en polvo evaluadas de 13 a 18

meses para los tratamientos A0, A35y A70

Con el fin de establecer las diferencias en el periodo final del ensayo de

vida util, se realizé el AD de las muestras de leche en polvo discriminando

los tiempos de almacenamiento entre 13 y 18 meses. El método de

seleccion por pasos (stepwise) opto por las variables TBA, alfa tocoferol, D3

y L* como las de mayor peso para diferenciar los tiempos.

Se obtuvieron tres funciones discriminantes candnicas estadisticamente

significativas (p<0.003) que explican, FD1 el 64,9% de la varianza total, FD2

el 27,9% y FD3 el 7,0% restante. Estas funciones permitieron clasificar a

cada muestra en su grupo de pertenencia (tiempos) en un 70,8% de los

casos originales y en un 55,6% luego de la validacion cruzada.

Se obtuvieron las siguientes funciones discriminantes (coeficientes

estandarizados):
DF1=0,646TBA + 0,651alfa + 0,489D; + 0,901L*
DF2=0,501TBA + 0,486alfa — 0,869D3 + 0,647L*

DF3=0,932TBA + 0,079alfa + 0,492D; — 0,423L*
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Consecuentemente, se pudieron establecer las siguientes funciones de
Fischer (Tabla 3-35).

Tabla 3-35 Funciones discriminantes lineales de Fisher evaluadas por tiempo
entre 13y 18 meses.

Tiempo (meses)
13 14 15 16 17 18
TBA 0,029 1,281 2518 -2,080 -1,067 -0,680
Alfatocoferol 0,811 1,253 1,470 -1,839 1,343 0,353
Ds 1,201 0,989 1,236 0,999 0,076 4,348
L 2,130 2,506 1,904 -3,601 2372 -0,566
Gonstante -3,448 -3,278 -3,529 4272 -2.869 -5,380

A pesar de que no se observé una buena clasificacion por tiempos, si se
diferencia un grupo que corresponde al tiempo 18 y que incluye a los tres
tratamientos. Ademas, en este grupo quedaron incluidas las muestras del
mes 17 para el tratamiento AO. Esto evidencié nuevamente la aparicion de

indicadores de oxidacidon que se produjeron antes en el tratamiento A0,

diferenciado por valores mayores de TBA.
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Figura 3-65 AD de las muestras de leche en polvo evaluadas en el tiempo
de 13 a 18 meses. Gréfico de las dos funciones de mayor peso (FD1y FD2)
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En el ensayo discriminante, el método por pasos (stepwise) no selecciond
ninguna de las variables medidas por fluorescencia como significativas para

la separacion y clasificacion de leches de los tratamientos AO, A35 y A70.

Sin embargo cuando se incluyeron para diferenciar los tiempos de
almacenamiento, estos si fueron seleccionados para la diferenciacion de las
muestras de leche en polvo por tiempos entre 0 y 12 meses. En esta
ocasion, el método de seleccidn por pasos optd por las variables TBA, gama
tocoferol, D3, L* hexanal, peroxidos lipidicos con emision a 420nm vy
oxidacién de proteinas por fluorescencia como las de mayor peso para
diferenciar los tiempos.

Se obtuvieron cinco funciones discriminantes candnicas estadisticamente
significativas (p<0.0001 para todas excepto la FD5 cuyo p<0.01) que
explican, FD1 el 54,9% de la varianza total, FD2 el 25,4%, FD3 el 13,6%,
FD4 el 4,1% y FD5 el 1,4% restante. Estas funciones permitieron clasificar a
cada muestra en su grupo de pertenencia (tiempos) en un 88,5% de los

casos originales y en un 81,3% luego de la validacion cruzada.

Se obtuvieron las siguientes funciones discriminantes (coeficientes

estandarizados):

FD1=0,871TBA + 0,285gama + 0,138D; + 0,599L* - 0,420hexanal — 0,653perlip420
+ 0,2500xprot

FD2= 0,323TBA - 0,312gama + 0,296D; - 0,007L* - 0,179hexanal + 0,325perlip420
+ 0,6770xprot

FD3= 0,149TBA + 0,118gama + 0,673D; + 0,105L* + 0,878hexanal -
1,944perlip420 + 1,8520xprot

FD4= 0,394TBA + 0,429gama - 0,673Ds - 0,390L* + 0,399hexanal + 1,017perlip420
- 0,9550xprot

FD5= - 0,070TBA + 0,946gama + 0,011D; - 0,049L* - 0,428hexanal -
0,266perlip420 + 0,391oxprot

Consecuentemente, se pudieron establecer las siguientes funciones de
Fischer (Tabla 3-36).
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Tabla 3-36 Funciones discriminantes lineales de Fisher con las variables de
fluorescenciay evaluadas por tiempo entre 13y 18 meses.

Tiempo (meses)
1 2 3 4 6 7 10 12
TBA 10,165 0,558 -2,313 5799 -3.917 -5,113 -4 261 -0,918
Gamatoco 0,861 -0,327 -1,678 1,529 0,993 -1,105 -1,302 1,029
D3 1,612 0,569 -1,460 0,213 -1,247 -0,968 2,335 -1,054
L* 2,506 1,419 -1,539 3,110 -0,950 -2,008 -1,567 -0,970
Hexanal 2,772 -0,733 -1,932 -2,137 -0,675 0,745 4,194 3,309
PeroxLip420 -4 000 -4 054 11,164 -5,281 2,162 7,150 -5,655 -1,586
OxProt 5,538 -0,071 -6,551 1,764 -5,630 -3,265 10,381 -2,165
Constante -14,025 -4.979 -7,266 -8,465 -5,926 -6,975 -10,695 -6,090

La clasificacién fue buena pero con elevado nimero de funciones.

Por dltimo se realizo el AD de las muestras de leche en polvo por tiempos
entre 13 y 18 meses (Figura 3-66). El método de seleccion por pasos opto
por las variables TBA, D3, L* y peroxidos lipidicos a 420nm de emision como

las de mayor peso para diferenciar los tiempos.

Se obtuvieron tres funciones discriminantes canonicas estadisticamente
significantes (p<0,0001) que explican, FD1 el 64,4% de la varianza total,
FD2 el 29,5% y FD3 el 6,2% restante. Estas funciones permitieron clasificar
a cada muestra en su grupo de pertenencia (tiempos) en un 93,8% de los

casos originales y en un 93,8% luego de la validacion cruzada.

Se obtuvieron las siguientes funciones discriminantes (coeficientes

estandarizados):

FD1=-0,039TBA + 1,057D3 + 0,070L* + 0,491perlip420
FD2=0,685TBA + 0,165D3 + 0,607L* - 0,713perlip420
FD3= - 0,448TBA - 0,354D; + 0,796L* + 0,236perlip420

Consecuentemente, se pueden establecer las siguientes funciones de
Fischer (Tabla 3-37).
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Tabla 3-37 Funciones discriminantes lineales de Fisher con las variables de
fluorescenciay evaluadas por tiempo entre 13y 18 meses.

Tiempo (meses)
13 15 16 18
TBA -0,420 2,196 -1, 441 -0,335
(BE] 4302 1,692 2,371 -8,365
L* 1,430 1,065 -2,205 -0,279
PeroxLip420 1,451 -2,022 2,402 -1,832
Constante -4127 -3,726 -4113 -7.547
Observaciones (ejes F1y F2: 93,85 %)
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Figura 3-66 AD de las muestras de leche en polvo evaluadas de 13 a 18
meses con las variables de fluorescencia. Grafico de las dos funciones de
mayor peso (FD1y FD2)

3.5.13 Conclusiones del ensayo.

Se concluye que fue posible discriminar las leches en polvo de acuerdo a
la dieta de los animales, que la pastura de alfalfa confirié a la leche en polvo
valores mas elevados de antioxidantes naturales, que al encontrarse

biolocalizados en el glébulo graso, fueron efectivos para disminuir la
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oxidacién y los olores que distinguen a las leches con mayores niveles de

oxidacion.

Las LEP elaboradas con leches pastoriles con niveles de alfa tocoferol
mayores a 4 ug/g y beta caroteno mayores a 0,9 pg/g mantuvieron bajos
valores de oxidacion medidos por TBARS y concentracion de hexanal. El
tratamiento quimiométrico de datos permitiria elegir variables, sensores y
fluorocromos que se relacionan con la estabilidad oxidativa de la leche en
polvo y que puede utilizarse la regresion cuadrética para estimar el deterioro
del alfa tocoferol.

Si se quiere llegar a los 24 meses de vida util con un nivel adecuado de alfa
tocoferol/g LEP para asegurar valores de TBA y hexanal por debajo del
deterioro oxidativo, se debera partir de dietas con altos niveles de pastura o
por medio de manejo de seleccidn genética y dieta que asegure un mayor
pasaje de tocoferol a la leche.

De otro modo, podria considerarse su adicion, ya que esta practica se
realiza en la industria. Sin embargo, los resultados al adicionar vitamina E
exdgena a la leche pueden ser controversiales, ya que la misma se deberia
mezclar de modo de llegar al glébulo de grasa, sin perturbar el equilibrio que
pueda llevar a protedlisis o lipdlisis y/o a un mal manejo que podria resultar

prooxidante.
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4. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Determinacion de niveles de antioxidantes y oxidacion basal en leche cruda

de tambos comerciales de la cuenca central argentina.

En esta primer parte del trabajo se pudo determinar que la variacion en la
oferta de alimentos y sistemas de produccion modifica la composicion de la
leche de tambos comerciales en relacién a la concentracion de vitaminas y la

capacidad antioxidante.

Se mostré6 que hubo una correlacién entre la alimentacion del ganado
lechero con la concentracion de estos compuestos de interés, que podrian
servir para diferenciar la calidad de la leche.

No se contaba con informacidén bien registrada y sistematizada de los
niveles de antioxidantes y oxidacion basal de leche cruda de tambos
argentinos, siendo éste un gran avance para la determinacion de la calidad

de la leche en nuestro pais, principalmente en la cuenca central.

Descripcion quimica de los alimentos usados en las dietas de vacas

lecheras.

Se demostr6 que la composicion de los alimentos en cuanto a la
presencia y concentracion de compuestos de interés como vitaminas
antioxidantes, acidos grasos poliinsaturados, compuestos liposolubles, etc.
estd ligada a la naturaleza de los mismos, la forma de conservacion y

preparacion y en el caso de los forrajes, la especie utilizada.

Se vio que las pasturas modifican muy significativamente la presencia de
determinados compuestos en leche y que muchos factores afectan estas

modificaciones.

Modificacion en la concentracidén de antioxidantes naturales en leche

mediante la inclusidn de alfalfa en la dieta de vacas lecheras.

Se demostré que proveyendo pastura natural al ganado durante 20 dias,
se logré incrementar los niveles de compuestos bioactivos en la leche y que

estos niveles perduraron durante el resto del ensayo.
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Asi, se obtuvo leche con caracteristicas diferenciales, mayores niveles de
vitaminas antioxidantes y precursores y con una capacidad antioxidante
mejorada, por lo tanto menos susceptible a la oxidacién, al maximizar la

oferta de pasturas naturales.

Ademas en este ensayo se comprobd la expresion diferencial de genes
asociados a la incorporacién de vitaminas antioxidantes en los tejidos, y

especialmente en células mamarias.

Estos resultados tomados en conjunto demuestran la posibilidad de
modificar la calidad de la leche cruda en base a la alimentacién, los factores
ambientales y la genética, a fin de conseguir leches naturalmente

enriquecidas en compuestos con potencial nutracéutico.

Relacion entre compuestos bioactivos de origen vegetal v calidad de la

leche cruda v productos lacteos. Efecto de la dieta y la estacion.

A través del manejo de la alimentacion, se logré modelar la incorporacion
de los compuestos bioactivos, tocoferoles, carotenoides, retinol y acidos

grasos beneficiosos para la salud en forma de gradiente.

El modelo de incorporacién de antioxidantes en las leches crudas, a partir
de la oferta de estos compuestos en los alimentos, logré establecer que la
modificacion diferencial de las leches se consigue con el aporte de al menos

50% de pastura de alfalfa en la dieta.

Se demostr6 ademas que la estacion del afio influye sobre la
incorporacion de estos compuestos en la leche, no sélo por la calidad de las
pasturas sino también por otros efectos fisiolégicos o ambientales que
influirian sobre el consumo de antioxidantes y susceptibilidad a la oxidacién

de la leche.

Se vio que las caracteristicas de la leche cruda se transfieren a los
productos lacteos elegidos como modelos -leche entera en polvo y quesos-,
de modo que el planteo del manejo de la dieta para la obtencién de
productos lacteos diferenciales y potencialmente funcionales ha sido

demostrado.
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Efecto de la dieta en la vida util de leche entera en polvo.

El aumento de antioxidantes liposolubles, especialmente alfa tocoferol,
beta caroteno y retinol en la leche en polvo, sirvid para preservarla de los
efectos de la oxidacion. La degradacion de los antioxidantes resultd
inversamente proporcional al incremento de la oxidacion proteica y lipidica
en las leches conservadas en condiciones piloto de almacenamiento a 20
°C. Estos antioxidantes naturales al encontrarse biolocalizados en el glébulo
graso, fueron efectivos para disminuir la oxidacion y los olores que

distinguen a las leches con mayores niveles de oxidacion.

El tratamiento quimiométrico de datos permitiria elegir variables, sensores

y fluorocromos que se relacionan con la estabilidad oxidativa.

La metodologia basada en las mediciones no destructivas como la
determinacién de olor por medio de sensores y la fluorescencia de fase
frontal podria ser util para la deteccion rapida de deterioro oxidativo en leche
en polvo (y otros productos asociados como formulas) a nivel de la industria.
La presencia de alrededor de 10 mg/kg de leche entera en polvo de alfa

tocoferol permitiria extender la vida util de la misma hasta 24 meses.

Perspectivas.

Este trabajo presenta por primera vez datos referentes a la diferenciacion
de leches y productos lacteos de acuerdo a su potencial nutracéutico y

antioxidante en leches de Argentina.

Estos resultados pueden utilizarse para valorizar producciones que
utilizan el sistema pastoril como la base de la produccion lechera. A su vez,
permitirian la diferenciacion y valorizacion de la leche y sus derivados como
un tipo de produccidon natural y amigable con el ambiente, elementos

valorados por consumidores a nivel local e internacional.

Las herramientas analiticas generadas en el presente trabajo podrian ser
aplicadas como herramientas de trazabilidad en los productos

nutricionalmente mejorados.
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