
2021 174

Senen de la Torre Santos

Identificación de biomarcadores
específicos para autentificar el

origen y el sistema de
alimentación del vacuno lechero.

Director/es
Vicente Mainar, Fernando
Royo Martín, Luis J.



© Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

ISSN 2254-7606



Senen de la Torre Santos

IDENTIFICACIÓN DE BIOMARCADORES
ESPECÍFICOS PARA AUTENTIFICAR EL ORIGEN Y

EL SISTEMA DE ALIMENTACIÓN DEL VACUNO
LECHERO.

Director/es

Vicente Mainar, Fernando
Royo Martín, Luis J.

Tesis Doctoral

Autor

2021

Repositorio de la Universidad de Zaragoza – Zaguan   http://zaguan.unizar.es

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Escuela de Doctorado





 

 

FACULTAD DE VETERINARIA 

DEPARTAMENTO DE PRODUCCIÓN ANIMAL Y 

CIENCIA DE LOS ALIMENTOS 

 

“Identificación de biomarcadores específicos para 

autentificar el origen y el sistema de alimentación del 

vacuno lechero” 

 

Memoria que presenta para aspirar al grado de Doctor: 

 Senén De La Torre Santos  

 

Zaragoza, noviembre de 2020 

 

 



 

  



  



 

 

 

 

 

 

  



La presente tesis doctoral ha sido desarrollada en el Servicio Regional de Investigación 

y Desarrollo Agroalimentario del Principado de Asturias (SERIDA), en el Área de 

Nutrición de Pastos y Forrajes y dentro del Grupo de Investigación de Nutrición y 

Sanidad Animal (NySA). 

 

  

 
Trabajo financiado por el Instituto Nacional de investigación y Tecnología Agraria y 

Alimentaria (INIA) a través del proyecto RTA-2014-00086-C02, con cofinanción del 

Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER). 

 

Senén De La Torre Santos ha sido beneficiario de una beca de doctorado de la 

Secretaría Nacional de Ciencia, Tecnología e Innovación (SENACYT) y el Instituto para 

la Formación y Aprovechamiento de Recursos Humanos (IFARHU) de la República de 

Panamá.  

El Grupo de Investigación de Nutrición y Sanidad Animal (NySA) está financiado por el 

Plan de Ciencia, Tecnología e Innovación de Asturias (PCTI) 2018-2020 (IDI2018-

000237) y cofinanciado por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER). 

 
 

 
 

 
 

 



 



AGRADECIMIENTOS 

Dicen que la vida está llena de caminos y que cada camino que escoges te lleva por 

diferentes sendas, llenas de altibajos y personas que te sirven de soporte, que te dan 

aliento, otras que solo son pasajeras y algunas que se quedan contigo como un recuerdo 

impermutable del tiempo, ya que hicieron que esa estancia que viviste mientras recorrías 

tu camino, fuese simplemente la mejor parte de lo vivido. 

La familia es la brújula que guía nuestro camino, es la inspiración para llegar al punto 

más alto y el mayor consuelo cuando algo sale mal. He de agradecer así a mis padres 

Senén y Corina, a mis hermanos Gabriel y Lay, porque siempre me han acompañado 

en cada decisión que he tomado y sobre todo me han apoyado para cumplir cada meta 

que me he propuesto. A mi sobrino Kevin por cada llamada de fin de semana para 

contarme las noticias. A mi familia en general por su apoyo incondicional. 

Todos sabemos algo, ignoramos algo, pero siempre aprendemos algo. Aprovecho para 

mostrar especial gratitud a mis directores de Tesis Fernando y Luis por cada uno de los 

conocimientos aportados, por todos los consejos, paciencia y sobre todo por toda la 

ayuda brindada durante mi estancia en el SERIDA para sacar adelante este trabajo. 

Físicamente no figuras como mi directora de tesis, pero has sido para mí mucho más 

que eso, ya que me has ayudado a la par de los demás y has estado ahí siempre 

dándome aliento y animándome a caer en el estrés, sabes que eres especial para mí y 

te has ganado mi cariño y respeto Adela. Como dejar de lado a Alfonso, a Rocio y a 

Begoña, siempre con una conversación amena, una historia y echándome una mano en 

todo lo posible. 

Uno recuerda con aprecio a los que pasan por tu vida, pero con gratitud a aquellos que 

realmente la tocaron. A mis amigos María, Rodrigo, Isa y Sergio que no sólo estuvieron 

conmigo para un café, sino en medio de risas y vaivenes doctorales. A mis compañeros 

de “viaje” Esther, Álvaro, Loubna, Silvia, Laura y José Daniel, por todo el tiempo que 

disfrutamos juntos en cada salida, en el despacho o en el coche. 

El trabajo más pesado se hace ligero cuando todos colaboran por igual. A mis 

compañeras del laboratorio Cris y Natalia, a los de molienda José y Tito y a Luisa de 

fitopatología por toda la ayuda que me brindaron. A los de la cuadra Pedro, Aitor, Luis, 

Javi, Ramonin, Vizcaíno, Jesús Paulino, Benedicto, José Ramón y Felgueres, porque 

por ustedes fue posible todo el trabajo de campo de ambos experimentos, no solo en 

medio de risas, sino tratando de hacer lo mejor posible en todo lo planeado. 



Gracias a los doctores Marimar Campo y Antonio de Vega y a Inma, por facilitarme todas 

las gestiones y trámites en la Universidad de Zaragoza, haciendo que la distancia no 

fuese impedimento en ningún momento para el buen desarrollo laboral. 

No hay que ser perfectos para todos, es suficiente ser especial para alguien. A ti José 

Luis, Lili, Denis, Gav, Santiago y Yassy simplemente por estar presentes, brindarme 

todo su apoyo, por ser incondicionales y regalarme un poco de felicidad durante toda 

esta etapa, con esas conversaciones interminables por teléfono y los memes de cada 

día. 

Sacas lo mejor de los demás cuando das lo mejor de ti, pues qué decir de mí, espero 

haberles dado lo mejor, porque lo que recibí fue más que lo mejor de todos y todas. 

Finalmente, la gratitud en silencio no sirve a nadie, por eso soy consciente que han sido 

muchos/as los que me han acompañado durante estos años y les doy mis más sinceros 

agradecimientos. Si, a ti que tal vez tu nombre no figura en estas páginas, pero no dejas 

de ser importante o una pieza clave para completar el puzzle personal o laboral en este 

recorrido. Gracias! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Índice general 

  11 

 

ÍNDICE GENERAL 

ÍNDICE GENERAL .......................................................................................................................... 11 

ÍNDICE DE TABLAS ....................................................................................................................... 15 

ÍNDICE DE FIGURAS ..................................................................................................................... 17 

ABREVIATURAS ............................................................................................................................ 19 

RESUMEN 25 

SUMMARY 31 

1. INTRODUCCIÓN ....................................................................................................................... 37 

2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA........................................................................................................ 41 

2.1. SISTEMAS DE PRODUCCIÓN DEL BOVINO DE LECHE .................................................... 41 

2.1.1. Sistemas Intensivos ............................................................................................. 41 

2.1.2. Sistemas Extensivos o de Pastoreo ..................................................................... 42 

2.1.3. Sistemas Mixtos, Combinados, Semi-intensivos o Semi-extensivos ................... 43 

2.1.4. Ganadería Ecológica ............................................................................................ 44 

2.2. COMPOSICIÓN DE LA LECHE DE VACA .......................................................................... 45 

2.2.1. Grasa ................................................................................................................... 46 

2.2.2. Proteína............................................................................................................... 50 

2.2.2.1. Caseínas ...................................................................................................... 51 

2.2.2.2. Seroproteínas ............................................................................................. 51 

2.2.3. Lactosa ................................................................................................................ 52 

2.2.4. Enzimas ............................................................................................................... 52 

2.2.5. Vitaminas ............................................................................................................ 53 

2.2.6. Minerales ............................................................................................................ 53 

2.2.7. Componentes Nitrogenados no Proteicos (NNP) ............................................... 54 

2.3. FACTORES QUE MODIFICAN LA COMPOSICIÓN Y CALIDAD DE LA LECHE .................... 55 

2.3.1. Genética y Herencia ............................................................................................ 56 

2.3.2. Estado de Lactación ............................................................................................ 57 

2.3.3. Estado Sanitario .................................................................................................. 57 

2.3.4. Estacionalidad y Ambiente ................................................................................. 58 

2.3.5. Alimentación ....................................................................................................... 59 

2.4. IMPORTANCIA PARA EL DESARROLLO RURAL DE TENER MARCAS DE CALIDAD 
O UN PRODUCTO DIFERENCIADO ........................................................................................ 62 

2.5. BIOMARCADORES PARA LA TRAZABILIDAD ALIMENTARIA ........................................... 63 

2.5.1. Ácidos Grasos ...................................................................................................... 66 

2.5.2. Antioxidantes ...................................................................................................... 70 

2.5.2.1. Vitamina E ................................................................................................... 72 

2.5.2.2. Carotenoides y Vitamina A ......................................................................... 72 

2.5.3. MicroARN ............................................................................................................ 74 

3. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL ..................................................................... 79 



Índice general 

12   

 

4. EFECTO DEL MODO DE APORTE DE LA HIERBA EN PASTOREO, FRESCA EN CORTE Y 
ACARREO O ENSILADA, SOBRE LA CAPACIDAD DISCRIMINANTE DE LOS 
MARCADORES DEL SISTEMA DE ALIMENTACIÓN...................................................... 83 

4.1. INTRODUCCIÓN ............................................................................................................. 83 

4.2. MATERIALES Y MÉTODOS ............................................................................................. 86 

4.2.1. Lugar Experimental ............................................................................................. 86 

4.2.2. Diseño Experimental ........................................................................................... 86 

4.2.3. Producción de Leche y Control de Ingestión ...................................................... 87 

4.2.3.1. Ingestión de Forraje en Pesebre ................................................................. 87 

4.2.3.2. Ingestión de Hierba en Pastoreo ................................................................ 88 

4.2.3.3. Ingestión del Pienso Suplementario ........................................................... 91 

4.2.4. Toma de Muestras .............................................................................................. 91 

4.2.4.1. Praderas ...................................................................................................... 91 

4.2.4.2. Ensilado de Hierba, Hierba Fresca en corte y acarreo y Pienso 
Suplementario ......................................................................................................... 92 

4.2.4.3. Leche ........................................................................................................... 93 

4.2.5. Determinaciones Analíticas ................................................................................ 93 

4.2.5.1. Alimentos .................................................................................................... 93 

4.2.5.2. Leche ........................................................................................................... 95 

4.2.6. Análisis Estadístico ............................................................................................ 101 

4.3. RESULTADOS ............................................................................................................... 102 

4.3.1. Composición Botánica e Índices de Diversidad Florística de las parcelas 
de pastoreo. ................................................................................................................ 102 

4.3.2. Composición Química de los Alimentos ........................................................... 103 

4.3.2.1. Valor Nutritivo y Aporte Energético ......................................................... 103 

4.3.2.2. Contenido en Ácidos Grasos ..................................................................... 104 

4.3.2.3. Contenido en Antioxidantes ..................................................................... 106 

4.3.3. Variables de Producción ................................................................................... 106 

4.3.4. Producción y Composición de la Leche ............................................................. 107 

4.3.4.1. Perfil de Ácidos Grasos de la Leche .......................................................... 108 

4.3.4.2. Perfil de Antioxidantes de la Leche .......................................................... 111 

4.3.4.3. Perfil de microARN de la Leche ................................................................ 111 

4.3.4.3.1. Validación de los Normalizadores .................................................... 111 

4.3.4.3.2. MicroARN Diferenciadores ............................................................... 113 

4.4. DISCUSIÓN ................................................................................................................... 115 

4.5. CONCLUSIONES ........................................................................................................... 121 

5. EFECTO DEL TIPO DE ENSILADO SOBRE LA CAPACIDAD DISCRIMINANTE DE LOS 
MARCADORES. ........................................................................................................ 125 

5.1. INTRODUCCIÓN ........................................................................................................... 125 

5.2. MATERIALES Y MÉTODOS ........................................................................................... 128 

5.2.1. Lugar Experimental ........................................................................................... 128 

5.2.2. Diseño Experimental ......................................................................................... 128 



Índice general 

  13 

 

5.2.3. Producción de Leche y Control de Ingestión .................................................... 129 

5.2.3.1 Ingestión de TMR ....................................................................................... 129 

5.2.3.2. Ingestión de Pienso Suplementario .......................................................... 130 

5.2.3.3. Ingestión de Hierba ................................................................................... 130 

5.2.4. Toma de Muestras y Análisis ............................................................................ 130 

5.2.4.1. Praderas .................................................................................................... 130 

5.2.4.2. Ensilado de Raigrás, Ensilado de Habas, Ensilado de Guisantes, 
Raciones TMR y Pienso Suplementario ................................................................. 131 

5.2.5. Análisis Estadístico ............................................................................................ 131 

5.3. RESULTADOS ............................................................................................................... 132 

5.3.1. Composición Botánica e Índices de Diversidad Florística de las Parcelas 
de Pastoreo ................................................................................................................. 132 

5.3.2. Composición Química de los Ensilados y de la Dieta ........................................ 133 

5.3.2.1. Valor Nutritivo y Aporte Energético ......................................................... 133 

5.3.2.2. Contenido en Ácidos Grasos ..................................................................... 134 

5.3.2.3. Contenido en Antioxidantes ..................................................................... 136 

5.3.3. Variables de Producción ................................................................................... 136 

5.3.4. Producción y Composición de la Leche ............................................................. 137 

5.3.4.1. Perfil de Ácidos Grasos de la Leche .......................................................... 138 

5.3.4.2. Perfil de Antioxidantes de la Leche .......................................................... 142 

5.3.4.3. Perfil de microARN de la Leche ................................................................ 142 

5.4. DISCUSIÓN ................................................................................................................... 144 

5.5. CONCLUSIONES ........................................................................................................... 151 

6. RECAPITULACIÓN FINAL Y FUTURAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN ......................................... 155 

6.1. RECAPITULACIÓN FINAL .............................................................................................. 155 

6.2. FUTURAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN ......................................................................... 157 

7. CONCLUSIONES. .................................................................................................................... 161 

8. BIBLIOGRAFÍA. ....................................................................................................................... 165 

9. PRODUCCIÓN CIENTÍFICA ...................................................................................................... 199 

9.1. ARTÍCULOS EN REVISTAS SCI ....................................................................................... 199 

9.2. COMUNICACIONES A CONGRESOS ............................................................................. 200 

9.2.1. Congresos Internacionales ................................................................................ 200 

9.2.2. Congresos Nacionales ....................................................................................... 200 

9.2.3. Artículos Divulgativos ....................................................................................... 201 

 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

  

 



Índice de tablas 

  15 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 2.1. Componentes mayoritarios (%) de la leche de diferentes especies de 
mamíferos ................................................................................................................. 46 

Tabla 2.2. Composición de los lípidos de la leche de vaca (%). ................................................... 47 

Tabla 2.3. Composición promedio (%) de los ácidos grasos (AG) mayoritarios de la 
leche de vaca. ............................................................................................................ 49 

Tabla 2.4. Concentración de las proteínas de la leche de vaca (g/L). ......................................... 50 

Tabla 4.1. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la Poly(A) TailingReaction ................................................................................. 99 

Tabla 4.2. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la Adaptor ligation. ........................................................................................... 99 

Tabla 4.3. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la Reverse Transcription Reaction. .................................................................. 100 

Tabla 4.4. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la mirAmp Reaction. ........................................................................................ 100 

Tabla 4.5. Protocolo programado en el Termociclador StepOnePlus Real-Time PCR 
Systems para la qPCR a tiempo real ........................................................................ 101 

Tabla 4.6.  Características de las praderas destinadas al pastoreo de las vacas en 
producción durante el ensayo 2017. ...................................................................... 103 

Tabla 4.7. Composición química y energía neta de lactación de los alimentos. ....................... 104 

Tabla 4.8. Perfil de ácidos grasos de los alimentos (g/100g de ácidos grasos). ........................ 105 

Tabla 4.9. Perfil de antioxidantes de los alimentos (mg/kg MS) ............................................... 106 

Tabla 4.10. Peso vivo corporal y consumos de materia seca de las vacas en función 
de la ración ofertada. .............................................................................................. 107 

Tabla 4.11. Producción y composición de la leche de acuerdo al sistema de 
alimentación. ........................................................................................................... 107 

Tabla 4.12. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) según el sistema de 
alimentación. ........................................................................................................... 109 

Tabla 4.12. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) según el sistema de 
alimentación (continuación). .................................................................................. 110 

Tabla 4.13. Composición de antioxidantes liposolubles (mg/kg de leche) según el 
sistema de alimentación. ........................................................................................ 111 

Tabla 4.14. Expresión de microARN en grasa según el sistema de alimentación. .................... 114 

Tabla 4.15. Expresión de microARN en células según el sistema de alimentación................... 114 

Tabla 5.1.  Características de las praderas destinadas al pastoreo de las vacas en 
producción durante el ensayo 2018. ...................................................................... 132 

Tabla 5.2. Valor nutritivo, aporte energético y parámetros fermentativos de los 
ensilados. ................................................................................................................. 133 

Tabla 5.3. Composición química y estimación energía neta de lactación de la ración 
completa mezclada (TMR), del forraje verde de la parcela de pastoreo y 
del pienso. ............................................................................................................... 134 

Tabla 5.4. Perfil de ácidos grasos de los alimentos (g/100g de ácidos grasos). ........................ 135 



Índice de tablas 

16   

 

Tabla 5.5. Perfil de antioxidantes de los alimentos (mg/kg MS). .............................................. 136 

Tabla 5.6. Peso vivo corporal (Kg), variación de peso (kg/día) y consumos de materia 
seca (kg/día) de las vacas en función de la ración ofertada. .................................. 137 

Tabla 5.7. Producción y composición de la leche de acuerdo al sistema de 
alimentación. ........................................................................................................... 138 

Tabla 5.8. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) de acuerdo al sistema de 
alimentación. ........................................................................................................... 139 

Tabla 5.8. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) de acuerdo al sistema de 
alimentación (continuación). .................................................................................. 140 

Tabla 5.8. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) de acuerdo al sistema de 
alimentación (continuación). .................................................................................. 141 

Tabla 5.9. Composición de antioxidantes liposolubles (mg/kg de leche) según el 
sistema de alimentación. ........................................................................................ 142 

Tabla 5.10. Composición de microARN en grasa según el sistema de alimentación. ............... 143 

Tabla 5.11. Composición de microARN en células según el sistema de alimentación.............. 143 

 

 

 
 
 
 



Índice de figuras 

  17 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 2.1. Biohidrogenación Ruminal (Fuente: García et al., 2017) .......................................... 68 

Figura 4.1. Gráfica del promedio de estabilidad de los microARN candidatos a 
normalizadores en grasa. ........................................................................................ 112 

Figura 4.2. Gráfica del promedio de estabilidad de los microARN candidatos a 
normalizadores en células. ...................................................................................... 113 

 
 



 

 

 
 



Abreviaturas 

  19 

 

ABREVIATURAS 

Acrónimo Significado 

AA Aminoácido 

ADN Ácido Desoxirribonucleico 

AG Ácido Graso 

AGI Ácidos Grasos Insaturados 

AGMI Ácidos Grasos Monoinsaturados 

AGPI Ácidos Grasos Poliinsaturados 

AGR Ácidos Grasos Ramificados 

AGS Ácidos Grasos Saturados 

AGT Ácidos Grasos Trans 

AGV Ácidos Grasos Volátiles 

ALA Ácido Alfa-linoléico 

ALM Almidón  

ANOVA Analysis of Variance (Análisis de Varianza) 

ARN Ácido Ribonucleico 

ARNm Ácido Ribonucleico mensajero 

ATF2 Activating Transcription Factor 2 (Factor de Transcripción Activador 2) 

ATP Adenosine Triphosphate (Adenosín Trifosfato) 

CAE Código Alimentario Español  

CAT Catalasa 

Cdna Complementary DNA (ADN Complementario) 

CEN Cenizas 

CLA Ácido Linoleico Conjugado 

COPAE Consejo De La Producción Agraria Ecológica Del Principado De 
Asturias 

D Dieta 

DHA Ácido Docosahexaenoico 

DEMO Digestibilidad Enzimática de la Materia Orgánica 

DMO Digestibilidad de la Materia Orgánica 

DPA Ácido Docosapentaenoico 

DOP Denominación de Origen Protegida 



Abreviaturas 

20   

 

Dvivo Digestibilidad in vivo de la Materia Orgánica 

EE Extracto Etéreo 

eer Error Estándar Residual 

EM Energía Metabolizable 

EN Energía Neta 

ENAC Entidad Nacional de Acreditación  

ENd Energía Neta por la Actividad de Desplazamiento 

ENg Energía Neta de Gestación  

ENL Energía Neta para Lactación 

ENm Energía Neta de Mantenimiento 

ENp Energía Neta por la Actividad de Pastoreo 

ENpv Energía Neta de Cambio de Peso Corporal 

EPA Ácido Eicosapentaenoico 

ESM Extracto Seco Magro 

ETG Especialidades Tradicionales Garantizadas 

FAD Fibra Ácido Detergente 

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organización 
de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura) 

FB Fibra Bruta 

FID Flame Ionization Detector (Detector de Ionización de Llama) 

FND Fibra Neutro Detergente 

G Guisantes 

GC Gas chromatography (Cromatografía de Gases) 

GSHPx Glutatión Peroxidasa 

H Habas 

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Cromatografía Líquida de 
Alto Rendimiento) 

IGP Indicación Geográfica Protegida 

LA Ácido Linoleico 

LIGAL Laboratorio Interprofesional Galego de Análise do Leite 

LILA Laboratorio Interprofesional Lechero de Asturias 

LOQ Limit of Quantification (Limite de Cuantificación) 

LPx  Lactoperoxidasa 



Abreviaturas 

  21 

 

MAFF Ministery of Agriculture, Fisheries and Food (Ministerio de Agricultura, 
Pesca y Alimentación) 

MAGRAMA Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente 

MEF2D Myocyte-specific Enhancer Factor 2D (Factor Potenciador Específico 
de Miocito 2D) 

MELN Materiales Extractivos Libres de Nitrógeno 

MO Materia Orgánica 

MOD Materia Orgánica Digestible 

MS Materia Seca 

MSI Materia Seca Ingerida 

NA No Analizada 

NIRS Near-Infrared Reflectance Spectroscopy (Espectroscopía de 
Reflectancia en el Infrarrojo Cercano) 

NNP Nitrógeno No Proteico 

NRC National Research Council (Consejo Nacional de Investigación) 

NS No Significativo 

OIE Organización Mundial de la Sanidad Animal 

P Pastoreo 

PAC Política Agraria Común  

PB Proteína Bruta 

PV Peso Vivo 

qPCR Quantitative Polymerase Chain Reaction (Reacción en Cadena de la 
Polimerasa) 

R Raigrás Italiano 

ROS Radicales Libres de Oxígeno 

SERIDA Servicio Regional de Investigación y Desarrollo Agroalimentario 

SOD Superóxido Dismutasa 

TAG Triglicéridos  

TMR  Total Mixed Ration (Ración Completa Mezclada) 

UE Unión Europea 

UV Ultravioleta 

∑ Sumatorio 

  



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

 



 

 

 

 



Resumen 

  25 

 

RESUMEN 

En la actualidad, una búsqueda constante por la optimización y sostenibilidad de 

los sistemas de producción lecheros pone de manifiesto el incremento en la demanda 

por parte de los consumidores de la distinción de las características nutricionales 

relacionadas con la calidad de la leche y los productos lácteos, aunado a un uso racional 

de los recursos, a una diminución en el impacto al medio ambiente y a una producción 

respetuosa con el bienestar animal. Los sistemas de alimentación basados en pastos y 

forrajes posibilitan alcanzar dichas propiedades y son un mecanismo clave para mejorar 

la rentabilidad de las ganaderías, ya que son económicamente competitivos y permiten 

alterar el perfil nutritivo de la leche y los productos lácteos. Ahora bien, es preciso 

establecer mecanismos de certificación de los productos que permitan relacionarlos con 

su sistema de producción. 

En el presente trabajo se llevaron a cabo dos experimentos, desarrollados en la 

Unidad de Leche del Servicio Regional de Investigación y Desarrollo Agroalimentario 

(SERIDA) de Asturias, con el objetivo principal de identificar biomarcadores específicos 

para autentificar el origen y el sistema de alimentación del vacuno lechero a partir de la 

leche. 

El primero de los experimentos, con el objetivo de examinar el efecto del método 

de suministro del forraje: pastoreo, corte y acarreo o ensilado, sobre el rendimiento de 

la leche y los perfiles de ácidos grasos, antioxidantes y la expresión de microARN de la 

leche, con el fin de ser utilizados como biomarcadores del sistema de alimentación, se 

realizó con un ensayo in vivo del 26 de abril al 26 de junio de 2017, siguiendo un diseño 

cross-over con 18 vacas Holstein en lactación distribuidas en tres grupos sobre los que 

se estudiaron tres tratamientos: 1) estabulación permanente y ensilado de hierba ad 

libitum, 2) estabulación permanente y aporte de hierba ad libitum en corte y acarreo, y 

3) pastoreo permanente. Durante el ensayo se tomaron muestras de los alimentos 

ofertados, para determinar su valor nutritivo, y de la leche producida, para análisis de 

composición química, perfil de ácidos grasos, antioxidantes y expresión de microARN. 

Se observó que las vacas en pastoreo tuvieron más ingesta de materia seca que las 

vacas en estabulación con corte y acarreo o ensilado de hierba ad libitum (18,1 vs. 14,1 

y 15,2 kg/día respectivamente, p <0,001). El rendimiento en la producción de leche fue 

diferente entre los tratamientos experimentales, así como las proporciones de proteína, 

lactosa, sólidos no grasos y urea, con una mayor concentración en la leche de las vacas 

en pastoreo que en las estabuladas. Dentro del perfil de la materia grasa de las muestras 

de leche de los diferentes tratamientos, se encontraron diferencias significativas en la 
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proporción de algunos ácidos grasos, como el vaccénico, ruménico, y en la ratio C18:1 

trans-11/C18:1 trans-10 en los animales en pastoreo, lo cual, denota una dieta con un 

alto consumo de ácidos grasos poliinsaturados provenientes de la hierba fresca. En el 

contenido de antioxidantes liposolubles no se observaron diferencias significativas en la 

concentración de vitaminas A y E en la leche de acuerdo con el sistema de alimentación. 

La leche de las vacas en pastoreo tuvo una mayor proporción de luteína que la de las 

vacas alimentadas con ensilado de hierba (p <0,01), con valores intermedios en el 

sistema de corte y acarreo. Sin embargo, no encontramos diferencias entre los 

tratamientos en la concentración de carotenos u otros antioxidantes debido, 

probablemente, a que toda la alimentación se realizó con pastos muy similares. La leche 

de vacas en pastoreo presentó una mayor proporción en ambas fracciones de bta-

mir451 que la leche de vacas en estabulación que recibieron forraje verte de corte y 

acarreo o ensilado de hierba (p <0,01). 

El segundo experimento tenía como objetivo evaluar la influencia en la dieta, con 

y sin pastoreo, de leguminosas con creciente implantación en la cornisa cantábrica 

sobre la producción y composición de la leche, especialmente en el perfil de ácidos 

grasos, antioxidantes y expresión de microARN. Este ensayo se llevó a cabo del 6 de 

marzo al 7 de mayo de 2018, siguiendo, de igual manera que en el anterior, un diseño 

cross-over con 18 vacas en producción distribuidas en seis grupos sobre los cuales se 

estudiaron seis tratamientos: 1) estabulación permanente y ración completa mezclada 

de raigrás italiano, ad libitum 2) estabulación permanente y ración completa mezclada 

de habas forrajeras, ad libitum 3) estabulación permanente y ración completa mezclada 

de guisantes forrajeros, ad libitum 4) pastoreo continuo y oferta de dos horas tras cada 

ordeño de ración completa mezclada de raigrás italiano 5) pastoreo continuo y oferta de 

dos horas tras cada ordeño de ración completa mezclada de habas forrajeras y 6) 

pastoreo continuo y oferta de dos horas tras cada ordeño de ración completa mezclada 

de guisantes forrajeros. Durante el ensayo se tomaron muestras de los alimentos 

ofertados, para determinar su valor nutritivo, y de la leche producida, para análisis de 

composición química, perfil de ácidos grasos, antioxidantes y expresión de microARN, 

de modo similar al ensayo realizado en el 2017. En los resultados obtenidos de la 

materia grasa de las muestras de los diferentes tratamientos se observaron fuertes 

cambios relacionados con el consumo de diferentes tipos de ensilado en la dieta y al 

manejo con y sin pastoreo. Cuando se sustituye el ensilado de raigrás italiano por 

ensilado de leguminosas, la grasa de la leche tiene una mayor proporción de ácidos 

grasos insaturados, especialmente con la inclusión de ensilado de haba en la ración. La 

práctica del pastoreo en la alimentación de las vacas influye directamente en la 
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composición de la leche, mejorando su calidad al disminuir la proporción de ácidos 

grasos saturados e incrementar el contenido en insaturados, monoinsaturados, 

poliinsaturados y ácido linoleico conjugado, proporcionando de esta manera un perfil de 

ácidos grasos más saludable. En el contenido de antioxidantes liposolubles en la leche 

de acuerdo con la presencia o no de pastoreo, no se observaron diferencias 

significativas en la vitamina A, sin embargo, se observaron diferencias muy marcadas 

en la vitamina E, las xantofilas y β-Carotenos. A nivel de dieta, la leche de las vacas 

estabuladas tuvo más proporción de γ-tocoferol, contrariamente, a la leche de vacas con 

pastoreo que mostró diferencias significativas en cuanto a luteína y β-criptoxantina, con 

lo que podemos establecer que la presencia del pastoreo en la alimentación de las vacas 

influye directamente en el aumento de la proporción de los antioxidantes. En la 

capacidad para diferenciar la influencia de la inclusión en la dieta, con o sin pastoreo, 

de diferentes tipos de ensilados (raigrás, haba forrajera y guisantes) de los microARN 

de la fracción grasa y de las células de la leche no se observó ningún efecto de 

diferenciación significativo de la dieta en ninguno de los microARN estudiados en la 

fracción de la grasa, sin embargo, en presencia o no de pastoreo, el bta-mir451 es capaz 

de diferenciar entre tratamientos en estabulación o pastoreo. De igual manera, 

diferencias significativas se observaron entre dietas y en las vacas en pastoreo, con una 

mayor proporción del bta-mir451 en los tratamientos con pastoreo y diferencias 

significativas del bta-mir103 y bta-mir155 al comparar la leche de las vacas en pastoreo 

con la leche de las vacas en estabulación (p <0,01).  

Mediante el presente trabajo, se ha demostrado que la modificación de la 

composición de la leche está asociada al sistema de alimentación y que el uso de 

leguminosas como el haba forrajera y los guisantes son alternativas viables al raigrás 

italiano, que resultan más sostenibles para el medio ambiente al reducir el uso de 

insumos, por su capacidad fijadora de nitrógeno, y como fuente proteica para la 

alimentación del ganado, al mismo tiempo que son capaces de modificar el perfil de 

ácidos grasos y antioxidantes liposolubles de la leche, haciendo de ésta un producto 

más saludable para los consumidores. A su vez, la presencia de la práctica de pastoreo 

en la alimentación influye directamente en la composición de la leche, mejorando su 

perfil de ácidos grasos y antioxidantes y aumentando la expresión del bta-mir451. 
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SUMMARY 

Today, a constant search for the optimization and sustainability of dairy 

production systems shows the increase in consumers demand on the distinction of 

nutritional characteristics related to the quality of milk and dairy products, connected to 

a rational use of resources and a diminution on the environment impact. Grass and 

fodder-based feeding systems are a key mechanism for improving livestock profitability, 

as they are economically competitive and alter the nutritional profile of milk and dairy 

products.  

In this work, two experiments were carried out in the Servicio Regional de 

Investigación y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) of Asturias, with the main objective 

of identifying specific biomarkers, to authenticate the origin and feeding system of dairy 

cattle. 

The aim of the first experiment was to evaluate the effect on milk of the forage 

supply method: grazing, zero-grazing or silage. Milk quality was evaluated on the base 

of milk yield, fatty acids and antioxidants profiles and microRNA expression of milk. An 

in vivo trial was carried out from 26 April to 26 June 2017, following a cross-over design, 

including eighteen homogeneous Holstein dairy cows in the second half of lactation, that 

were selected and randomly distributed into three groups of six cows each one. Three 

treatments were tested: 1) grass silage 2) zero-grazing, both ad libitum and in housing, 

and 3) permanent grazing. During the assay period, samples of the food offered were 

taken daily to determine its nutritional value. Individual samples of milk were taken daily 

on each milking session (morning and afternoon) to analyse its chemical composition, 

fatty acid and antioxidants profile and microRNA expression. Grazing cows had more dry 

matter intake than housed cows with zero-grazing or grass silage (18.1 vs. 14.1 and 15.2 

kg day-1 respectively, p < 0.001). Milk yield was different among the experimental 

treatments, as well as, protein, lactose, solid non-fat and urea, with higher concentration 

in milk from grazing cows than housed cows. Milk fat from grazing cows had a higher 

proportion of unsaturated fatty acids, with significant differences in the proportion of 

vaccenic, rumenic acids and in the ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10, which denotes 

a diet with high consumption of polyunsaturated fatty acids from fresh grazing grass. No 

significant differences were observed in vitamins A and E in milk due to type of feeding 

system. Milk from grazing cows had more proportion of lutein than cows feeding grass 

silage (p < 0.01), with zero-grazing system with intermediates values. However, there 

were no differences in carotenes concentration and other antioxidants among 

treatments. In the ability to differentiate the effect on milk of the forage supply method 
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through the expression of different microRNA, no significant effect of the diet was 

observed in any of the microRNA studied in both fractions (fat and cells). However, milk 

from grazing cows had a higher proportion in both fractions of bta-mir451 than milk from 

housed cows who were fed with zero-grazing and grass silage (p <0.01). 

Legumes are increasing implantation in the north of Spain. The second 

experiment has thus the aim to evaluate the effect of the inclusion of different legumes 

(faba bean and pea bean), in the diet, with and without grazing in the production and 

composition of the milk especially in fatty acids and antioxidants profiles and microRNA 

expression. This trial was carried out from 6 March to 7 May 2018, following two 3 x 3 

Latin square experiments performed in parallel with 18 lactating cows in the second half 

of lactation randomized into two groups and subdivided into three subgroups of three 

cows. Experimental treatments consisted on: 1) Italian raygrass silage unified ad libitum 

in housing, 2) faba bean silage unifeed ad libitum in housing, 3) pea silage unifeed ad 

libitum in housing, 4) italian raygrass silage unifeed offered at two hours of access after 

each milking and grazing the rest of the day, 5) faba bean silage unifeed offered at two 

hours of access after each milking and grazing the rest of the day,  and 6) pea silage 

unifeed offered at two hours of access after each milking and grazing the rest of the day. 

During the assay period, samples of the food offered were taken daily to determine its 

nutritional value. Individual samples of milk were taken daily on each milking session 

(morning and afternoon) to analyse its chemical composition, fatty acid and antioxidants 

profile and microRNA expression, similar to the 2017 trial. Strong changes in milk fat 

related to the consumption of different types of silage in the diet and the management 

with and without grazing were observed in the results obtained from the different 

treatments. When Italian raygrass silage is replaced by legume silage, milk fat has a 

higher proportion of unsaturated fatty acids, especially with the inclusion of faba bean 

silage in the ration. The practice of grazing in the feeding of cows has directly influences 

in the composition of milk, improving its quality by decreasing the proportion of saturated 

fatty acids and increasing the content in unsaturated, monounsaturated, polyunsaturated 

and conjugated linoleic acid, thus providing a healthier fatty acid profile. In the content of 

fat-soluble antioxidants in milk according to the presence or not of grazing, no significant 

differences in vitamin A were observed, however, very marked differences in vitamin E, 

xanthophiles and β-Carotenes were observed. At the diet level, the milk of the housed 

cows had more proportion of γ-tocopherol, contrary to the milk of grazing cows that 

showed significant differences in lutein and β-cryptoxanthin, so we can establish that the 

presence of grazing in the feeding of cows has directly influences in the increase of 

antioxidants proportion.  
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In the ability to differentiate the influence of the inclusion in the diet, with or without 

grazing, of different types of silages (raygrass, fava bean and pea bean) of the 

microRNAs of the fat fraction and milk cells no significant dietary differentiation effect 

was observed in any of the microRNAs studied in the fat fraction, however, the presence 

or not of grazing, bta-mir451 is able to differentiate between treatments in housed or 

grazing cows. Similarly, significant differences were observed between diets and grazing 

cows, with a higher proportion of bta-mir451 in grazing treatments and significant 

differences in bta-mir103 and bta-mir155 when comparing milk from grazing cows with 

housed cows milk (p <0.01). 

Through this work, it has been shown that the modification of the composition of 

milk is associated with the feeding system and that the use of legumes, such as faba 

bean and pea bean are, viable alternatives to the Italian raygrass. Moreover, legumes 

are more sustainable for the environment by reducing the use of inputs because of their 

nitrogen-fixing capacity and as a protein source for livestock feed, at the same time they 

are able to modify the milk fatty acid and fat-soluble antioxidants profiles, making it a 

healthier product for consumers. In turn, the presence of grazing practice in the feeding 

has directly influences in the composition of milk, improving its fatty acid and antioxidant 

profiles and increasing the expression of bta-mir451. 
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1. INTRODUCCIÓN  

Con el fin de optimizar el rendimiento de leche por hectárea y en vías de la 

búsqueda de la sostenibilidad de los sistemas de producción ganaderos, a través del 

aprovechamiento de los recursos propios de las explotaciones, hoy en día, se pone de 

manifiesto el creciente interés de los consumidores por reducir el impacto en el medio 

ambiente, garantizar el bienestar animal y determinar el origen y el método de 

producción de alimentos, reflejándose en una creciente preferencia por los productos 

alimenticios de los sistemas de producción basados en pastos y forrajes (Elgersma, 

2015). La producción de leche basada en pastos y forrajes se extiende ampliamente por 

todo el Arco Atlántico y en la Cornisa Cantábrica, particularmente en Asturias, se dan 

las condiciones idóneas para su desarrollo. 

El forraje, fresco o conservado, es una parte esencial de las dietas de las vacas 

lecheras. Los sistemas de alimentación basados en la utilización de recursos forrajeros 

propios son una alternativa para solventar el problema actual de la pérdida de 

rentabilidad económica en las explotaciones debido, principalmente, al aumento en los 

precios de los insumos. Los modelos basados en el pastoreo permiten ahorrar costes 

de alimentación (Peyraud y Delegard, 2013). Por otro lado, la necesidad de reducir el 

impacto ambiental de las explotaciones y aumentar la autosuficiencia proteica, 

garantizando una mejora en la calidad de la leche y los productos lácteos, a través del 

uso de formas más económicas y ecológicas de producir proteínas locales, con el 

empleo de leguminosas forrajeras, se convierte en una vía para alcanzar una mejor 

sostenibilidad económica, ambiental y social (Lüscher et al., 2014; Puhakka et al., 2016, 

Baizán, 2019). Las leguminosas ponen de relieve su gran potencial como una alternativa 

en los sistemas de producción lecheros por su gran capacidad como fijadoras de 

nitrógeno atmosférico en el suelo, garantizando un menor uso de insumos en forma de 

fertilizantes minerales, sumado a una mayor diversificación en la rotación de cultivos, 

que contribuye a la disminución de enfermedades, plagas y acumulación de especies 

arvenses, además de un incremento de la biodiversidad; menor uso y contaminación del 

agua y un mayor secuestro de carbono (Cellier et al., 2016; Watson et al., 2017).    

La composición de ácidos grasos de la grasa de la leche depende en gran 

medida de los sistemas de alimentación del ganado vacuno (Dewhurst et al., 2006; 

Chilliard et al., 2007; Hernández-Ortega et al., 2014; Morales-Almaraz et al., 2018), al 

igual que su contenido en antioxidantes liposolubles (Havemose et al., 2004; Elgersma 

et al., 2013) y, la expresión de ciertos microARN (Muroya et al., 2016). Por lo tanto, 

cobra gran importancia la calidad del forraje de una explotación, ya que es un factor 
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determinante de la cantidad y calidad de la leche producida en la misma.  La leche de 

vacas de pastoreo o alimentadas con forrajes frescos, especialmente de pastizales ricos 

en especies o leguminosas forrajeras, tiene una proporción considerablemente mayor 

de ácidos grasos insaturados que saturados y un mayor contenido de ácidos grasos 

nutricionalmente beneficiosos, como los ácidos ruménico y vaccénico, y antioxidantes 

liposolubles, que la leche de vacas alimentadas a base de ensilados de maíz o heno 

(Agabriel et al., 2007; Kalac y Samková, 2010). El estudio de distintos sistemas de 

producción del vacuno lechero permite evaluar posibles mejoras visibles a corto plazo 

de la calidad nutricional de la leche y los productos lácteos, puede permitir su 

autenticación  con biomarcadores que diferencien no solo el sistema de producción, sino 

también la dieta, el ejercicio y el bienestar animal, y permitir la trazabilidad de la “granja 

a la mesa”, lo que garantizará una plusvalía en el valor de la producción (Monahan et 

al., 2010; Moloney et al., 2014). 

En base a todo lo anterior, y con el fin de identificar biomarcadores específicos 

en la leche de vaca que posibiliten la autenticación de su origen en función del sistema 

de producción para su posible tipificación en base a una alimentación rica en pastos y 

forrajes, que suponga un valor agregado a la producción de los sistemas ganaderos de 

leche, se planteó esta tesis de investigación. Se pretende que con los resultados 

obtenidos se logre determinar un sistema de producción de leche de vaca que combine 

una mayor autosuficiencia proteica y reducción de insumos, niveles de producción 

óptimos, al igual que una posible mejora en la calidad de la leche y los productos lácteos 

y su posible trazabilidad, en vías a una mayor sostenibilidad desde un punto de vista 

medioambiental y económico.  
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. SISTEMAS DE PRODUCCIÓN DEL BOVINO DE LECHE 

La producción ganadera está caracterizada por diferentes elementos que, de 

forma equilibrada y armónica, tienen como objetivo la obtención de productos o servicios 

que sirven de interés al hombre. Su definición y caracterización es compleja debido a la 

variedad de factores que se desarrollan dentro de ellos, entre de los cuales figuran los 

recursos naturales, económicos, humanos y tecnológicos que, entrelazados entre sí, 

tienen la finalidad de lograr el objetivo propuesto.  

Según la OIE (Organización Mundial de Sanidad Animal) los sistemas de 

producción de ganado vacuno de leche se definen como todo sistema comercial de 

producción de bovino cuyo propósito incluye la crianza, la reproducción y la gestión del 

ganado con vistas a la producción de leche (OIE, 2016). De esta manera, las vacas 

lecheras en los sistemas comerciales de producción pueden mantenerse en sistemas 

de estabulación o de pastoreo, o en una combinación de ambos. 

2.1.1. Sistemas Intensivos 

La ganadería intensiva se caracteriza por mantener a los animales en un entorno 

con elementos artificiales, con el objetivo de aumentar la productividad en el plazo más 

corto posible. Este tipo de ganadería pretende una mayor rentabilidad al reducir los 

costes de producción mediante la economía de escala. 

Son sistemas que se caracterizan por ser altamente tecnificados, con una alta 

densidad de población, un alto rendimiento de productos por animal y unidad de 

superficie. Constituye una proporción relativamente grande de la producción de leche 

en el mundo. El ganado se mantiene en superficies delimitadas, interiores o exteriores, 

y depende por completo del hombre para satisfacer sus necesidades básicas. Los 

sistemas intensivos están dirigidos a situar al ganado en condiciones tales que permitan 

obtener de él los máximos rendimientos productivos en el menor tiempo posible, 

lográndolo generalmente, por la alta eficiencia en la conversión de piensos en productos 

utilizables para el hombre (Marín, 1996; Steinfeld et al., 2013). Se caracteriza por un alto 

aporte de concentrados y un mínimo de forrajes con el fin único de mantener la 

funcionalidad ruminal. Debido a su capacidad para responder rápidamente a la creciente 

demanda humana, los sistemas intensivos de producción ganadera representan ahora 

una parte dominante de la producción de leche (Steinfeld et al., 2013). 
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Presenta una serie de ventajas. Alcanza una alta producción, por lo que puede 

ser muy eficiente para el nivel de inversión, por lo que su precio suele ser competitivo. 

Puede adaptarse fácilmente a incrementos o reducciones de la demanda del 

consumidor. El producto es homogéneo, lo que favorece su atractivo en el mercado. El 

control de los animales es constante y reciben una alimentación equilibrada dirigida a 

maximizar la producción. Sin embargo, también tiene algunas desventajas. Precisa de 

una gran inversión en instalaciones, mano de obra y alimentos. Tiene un alto consumo 

de energía y agua por cada unidad de producto obtenido. Implica una intensificación de 

la superficie de cultivo para proveer de alimentos a los animales. El ganado está sujeto 

a condiciones de estrés (luz artificial, interacción continua con el ganadero, 

competitividad entre animales por los espacios, etc.). En determinados casos, sacrifica 

el bienestar de los animales en favor de un mayor beneficio económico. La producción 

de estiércol y purines de modo tan concentrado puede contaminar el suelo y las aguas. 

A pesar de que hay un alto control sanitario, hay grandes posibilidades de que a veces 

aparezcan enfermedades derivadas de la alta concentración de animales. Un mayor 

nivel de producción por vaca y lactación a medida que tienen mayor tamaño, supone 

una disminución en el número de lactaciones de la vaca y, por tanto, un mayor 

porcentaje de renovación. La mayor producción lechera de las vacas implica un peor 

rendimiento reproductivo, ya que aparecen problemas de fertilidad que se ven reflejados 

en un mayor número de días abiertos que incrementa cerca de un mes el intervalo entre 

partos (Jiménez-Calderón et al., 2017). 

2.1.2. Sistemas Extensivos o de Pastoreo 

La ganadería extensiva es un sistema de producción animal que se vincula al 

aprovechamiento de recursos naturales del territorio, basado en la carga ganadera y 

principalmente mediante pastoreo, con una baja utilización de insumos externos. 

Básicamente se trata de mantener a los animales en extensiones de terreno suficientes 

para una manutención más o menos natural. De este modo, se imita el ambiente en el 

que vivirían los animales antes de su industrialización, intentando que su desarrollo sea 

lo más natural posible. En general se caracteriza por el empleo de ganado adaptado al 

territorio, el aprovechamiento de pastos diversos ajustándose a su disponibilidad 

espacial y temporal, y el respeto del medio en el que se sustenta. Desde el punto de 

vista legal, se considera que una explotación ganadera extensiva es la explotación 

realizada con disposición total o parcial de una base territorial con aprovechamiento de 

pastos o prados para alimentar el ganado (RD 1259/1991). Se distinguen varias 

categorías de extensificación, siempre refiriéndose a la base territorial (Serrano y 

Mantecón, 2003). 
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Son sistemas que se caracterizan por una alimentación mayoritariamente con 

pastos y forrajes, haciendo poco uso de alimentos concentrados, lo que, garantiza una 

disminución en los costes de producción. Con frecuencia se asientan en medios 

desfavorables para el cultivo agrícola pero que proporcionan los recursos necesarios 

para la alimentación de los animales, empleo e ingresos en un número considerable de 

sociedades rurales, asegurando una sostenibilidad a futuro. Estos sistemas bien 

manejados, interactúan significativamente con el medio ambiente manteniendo los 

recursos naturales, proporcionando cobertura vegetal, que contribuye a la biodiversidad 

y a la fijación de carbono (Marín, 1996; Steinfeld et al., 2013).  

La ganadería extensiva presenta una serie de ventajas. Hay una menor presión 

en el uso del territorio. Se requiere por hectárea de menos recursos energéticos, de 

mano de obra y materiales. Permite preservar los ecosistemas y la biodiversidad. Los 

animales están sujetos a una menor presión de producción por lo que presentan 

menores niveles de estrés. Sin embargo, presenta una serie de desventajas. Requiere 

de mucha superficie agraria, y para disponer de ella en algunos casos entra en 

competencia con otras actividades, recurriendo en ocasiones a la deforestación. Al tener 

una producción por animal menor es más ineficiente en el uso de costes. Sus productos 

suelen ser más caros y menos competitivos en precios en el mercado. El ciclo de 

producción no se ajusta necesariamente a la oferta de pastos y forrajes, por lo que 

puede haber períodos que requieran aporte suplementario de alimentos. Es muy 

dependiente de las condiciones climáticas. Existe una estacionalidad en la producción. 

Los productos no son homogéneos, haciéndolos menos atractivos en el mercado. 

2.1.3. Sistemas Mixtos, Combinados, Semi-intensivos o Semi-extensivos 

Son sistemas intermedios que cuentan con características en los que los 

animales se manejan dentro de una combinación de sistemas de producción con 

estabulación y periodos de pastoreo, sea simultáneamente o dependiendo de factores 

relacionados al clima, la disponibilidad de alimento y el estado físico del animal (OIE, 

2016.; Marín, 1996).  

Se caracterizan generalmente, por una menor utilización de insumos externos, 

que los sistemas intensivos. Combinan diversas fuentes de alimentación que van desde 

prados y praderas, preferentemente en pastoreo, cultivos forrajeros y residuos de 

cultivos, hasta los alimentos concentrados a base de granos y diversos suplementos, 

presentando, estrechas interacciones con la base de recursos naturales (Tarawali et al., 

2004). La suplementación en los sistemas mixtos trata de incrementar la producción por 
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animal y unidad de superficie, aumentando el consumo de materia seca y energía que 

puede aportar el pasto (Peyraud y Delaby, 2001). 

Como sistema intermedio entre el extensivo y el intensivo, requiere inversiones 

en tecnología e infraestructuras y exige un manejo adecuado tanto de animales como 

de la superficie agraria. Presenta la ventaja de ejercer un mayor control en la 

alimentación. Implica el uso intensivo de parcelas y la conservación de forrajes, así 

como permitir expresar en mayor medida el potencial genético del ganado. Sin embargo, 

requiere una mayor inversión en infraestructura y mano de obra.  

2.1.4. Ganadería Ecológica 

Existe una tendencia social en los últimos años al consumo de productos 

elaborados de manera orgánica. Dicha preferencia, más que una inclinación hacia los 

métodos de producción, está ligada al concepto de lo natural, a la preocupación de los 

consumidores por el medio ambiente y el bienestar ambiental, a la demanda de 

productos de mayor calidad alimentaria, sin importar que estos alimentos sean más 

caros que los de producción convencional. Una predisposición al consumo de alimentos, 

que generalmente suponen ser más sanos, más seguros, más nutritivos, libres de 

pesticidas y que garantizan la sostenibilidad agrícola, genera cierta incertidumbre a nivel 

científico y agrícola, donde las investigaciones planteadas hasta el momento, no 

demuestran una realidad clara o netamente diferente a lo que hasta ahora se ha 

propuesto (McCarty y DiNicolantonio, 2014).  

La cría ecológica de animales, más allá de estar fundamentada en un manejo 

agrario adecuado, se asienta en el principio de complementariedad suelo-animal 

(Gobierno de La Rioja, 2016), donde se deben cumplir una serie de fundamentos y 

normas de producción, sobre el manejo de los pastos, el ganado, la alimentación, 

sanidad, gestión del estiércol y el purín, etc. (COPAE, 2012). Debe cumplir los requisitos 

legales establecidos en el Reglamento europeo UE 2018/848 sobre producción 

ecológica y etiquetado de los productos ecológicos.  

El Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente de España define la 

ganadería ecológica como un sistema de producción sin el uso de sustancias químicas 

de síntesis, ni de organismos modificados genéticamente; con la alimentación basada 

en forrajes y piensos ecológicos obtenidos principalmente de la propia explotación, y 

que fomenta el respeto al bienestar de los animales, sin forzar sus ciclos naturales, con 

alojamientos adecuados y acceso a pastos. (MAGRAMA, 2014) 
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En este sentido, los sistemas de producción de la ganadería ecológica, a veces 

llamados biológicos u orgánicos, combinan los métodos tradicionales de producción con 

las tecnologías agrícolas modernas, lo que, no solo los hace sistemas de producción 

alternativos, sino que, se pueden diferenciar considerablemente uno de los otros, ya 

que, cada uno adapta sus prácticas para satisfacer necesidades ambientales y 

económicas específicas, con objetivos de sostenibilidad basados en la productividad, el 

impacto ambiental, la viabilidad económica y el bienestar social, donde la calidad del 

producto, el fomento de las razas autóctonas y el desarrollo de las zonas rurales, son 

aspectos que juegan un papel importante en su desarrollo (Altieri et al., 1999; 

MAGRAMA, 2014; Reganold y Wachter, 2016). 

2.2. COMPOSICIÓN DE LA LECHE DE VACA 

La leche, por sus características nutricionales, tiene una gran importancia para 

el ser humano y su alimentación, proporcionando un elevado contenido de nutrientes en 

relación a su contenido calórico. Según lo establecido en el Código Alimentario Español 

(CAE) (Decreto 2484/1967, de 21 de septiembre), la leche es el producto íntegro, no 

alterado ni adulterado y sin calostro, procedente del ordeño higiénico, regular, completo 

e ininterrumpido de las hembras mamíferas domésticas sanas y bien alimentadas. Cabe 

señalar, que la denominación de leche sin indicación de la especie animal de la que 

procede, se reserva exclusivamente a la leche de vaca, cualquier otra leche procedente 

de otra especie, debe designarse por la denominación leche seguida de la especie 

animal de la que procede (Gómez y Mejía, 2005). La legislación europea reserva 

exclusivamente la denominación de leche, así como la de productos lácteos derivados, 

como nata, chantillí, mantequilla, queso y yogur, a los productos de origen animal 

(Reglamento UE 1308/2013), salvo las excepciones establecidas expresamente, como 

la leche de almendras, única excepción admitida en España (Decisión UE 2010//791). 

La leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, que se encuentran 

presentes en suspensión o emulsión, de las cuales, podemos encontrar dentro de sus 

componentes mayoritarios, el agua (87%), seguido de la lactosa (4,6%), la grasa (4,2%), 

la proteína (3,6%), minerales (0,8%) y vitaminas (0,1%; Jennes, 1986; Lindmark 

Månsson, 2008). Algunos componentes de la leche están presentes en cantidades 

sensibles (componentes mayoritarios: grasa, sustancias nitrogenadas, lactosa y sales 

minerales), mientras que otros se encuentran en proporciones pequeñas (enzimas, 

pigmentos, vitaminas, etc.) (Tabla 2.1). Todas estas sustancias son sintetizadas en la 

glándula mamaria por células especializadas agrupadas en alveolos, los cuales, están 
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formados por capilares sanguíneos y células mioepiteliales, que absorben de la sangre 

los precursores de la leche y sintetizan sus componentes (Martínez, 2011). 

La composición de la leche bovina está influenciada por muchos factores 

relacionados con el animal individual o con el medio ambiente. Son numerosos y 

variados los factores que influyen en el rendimiento y la composición de la leche bovina 

(Schwendel et al., 2015), dentro de los cuáles son destacables la dieta (Ferlay et al., 

2008; Larsen et al., 2010), raza (Soyeurt et al., 2006; Palladino et al., 2010), fase de 

lactación (Craninx et al., 2008; Stoop et al., 2009), manejo (Coppa et al., 2013), estación 

del año (Heck et al., 2009), estado de salud (O’Callaghan et al., 2019), así como de las 

interacciones entre todos estos factores (Macdonald et al., 2008; Piccand et al., 2013; 

Stergiadis et al., 2013). De todos los factores mencionados anteriormente, la dieta es un 

factor primario que puede ser dirigido para manipular la composición y el estado 

nutricional de la leche bovina (Alothman et al., 2019).  

Tabla 2.1. Componentes mayoritarios (%) de la leche de diferentes especies de 
mamíferos  

Especie Extracto Seco Magro Proteína Grasa Lactosa Cenizas 

Humana 12,42 0,9-1,7 3,74 6,37 0,30 

Vaca 12,73 3,42 4,09 4,82 0,72 

Búfala 15,7-17,2 2,7-4,7 5,3-9,0 3,2-4,9 0,8-0,9 

Oveja 18,15 5,73 6,99 4,75 0,93 

Cabra 13,32 3,26 4,07 4,51 0,85 

Rena 37,58 9,90 15,50 1,20 0,91 

Yegua 9,42 1,90 1,30 6,90 0,36 

Asna 11,04 1,72 0,38 6,88 0,47 

Camella 15,38 3,26 3,80 4,30 0,74 

Llama 13,45 4,20 4,70 5,90 0,80 

Yak 16,9-17,7 4,9-5-3 5,5-7,2 4,5-5,0 0,8-0,9 

Fuentes: Acevedo, (2007); Claeys et al., (2014); Numpaque et al., (2019). 

2.2.1. Grasa 

La fracción grasa de la leche es uno de sus constituyentes más importantes en 

cuanto a su enorme importancia nutricional. Como su principal contribuyente energético, 

es esencial para muchas de las propiedades físicoquímicas, cualidades de fabricación 

y características organolépticas de los productos lácteos (Harvatine et al., 2009). Desde 

un punto de vista funcional, la grasa juega un papel en la preferencia del consumidor 

por los productos lácteos, especialmente cuando es uno de sus componentes 
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principales. Además, la grasa puede ser una fuente de rasgos de sabor deseables o 

indeseables en la leche y los productos lácteos, principalmente porque una gran parte 

de los compuestos volátiles de sabor son liposolubles (Alothman et al., 2019). 

La grasa de la leche se presenta en forma de glóbulos, con un núcleo hidrofóbico, 

que está constituido mayoritariamente (95%) por triglicéridos (TAG), rodeados de una 

membrana de naturaleza lipoproteíca compuesta principalmente por fosfolípidos y 

glicoproteínas (Calvo et al., 2014). En su composición podemos encontrar, además otros 

lípidos simples (diglicéridos, monoglicéridos, ésteres de colesterol y ceras), lípidos 

complejos (mayoritariamente fosfolípidos), colesterol, antioxidantes (especialmente 

tocoferoles) y escualeno (Jensen, 2002) (Tabla 2.2). De igual manera, los lípidos de la 

leche juegan un papel como transporte de las vitaminas liposolubles (A, D, E y K), así 

como de los carotenoides (Juárez y Fontecha, 2009). 

Tabla 2.2. Composición de los lípidos de la leche de vaca (%). 

Lípidos Rango promedio  

Triacilglicerol 97 – 98 

Colesterol 0,42 

Fosfolípidos 0,2 – 1,0 

Diacilglicerol 0,28 – 0,59 

Ácidos grasos libres 0,10 – 0,44 

Monoacilglicerol 0,16 – 0,38 

Ésteres de colesterol 0,02 

Hidrocarbonos Trazas 

Fuente: Jensen (2002). 

La grasa de la leche se compone de aproximadamente 400 ácidos grasos 

diferentes de varias longitudes de cadena y grados de saturación (Tabla 2.3). La grasa 

láctea está compuesta en su mayoría de un elevado contenido de ácidos grasos 

saturados (AGS), del orden del 60-70 %, un 20-25 % corresponden a ácidos grasos 

monoinsaturados (AGMI), en los cuáles el ácido oleico (C18:1 cis-9) es su mayor 

representante, estando presente en un 20-22% y un 1-4 % de ácidos grasos trans 

(AGT), y 2-5 % de ácidos poliinsaturados (AGPI), en cuya fracción está incluido el ácido 

linoleico (C18:2 cis-9, cis-12) y el ácido linoleico conjugado (CLA). Ha habido un 

creciente interés en aumentar el contenido de ácido transvaccénico y los isómeros de 

ácido linoleico, porque se ha demostrado un efecto positivo en la salud contra la 

diabetes, la obesidad y el síndrome metabólico (Nudda et al., 2014; Shingfield y Wallace, 

2014; Lordan et al., 2018). Además del CLA, la grasa de la leche contiene tipos 
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importantes de ácidos grasos Omega-3 (n-3) como los ácidos eicosapentaenoico (EPA) 

y docosahexaenoico (DHA) que son esenciales para el funcionamiento fisiológico 

normal y la salud humana (Palmquist, 2009). Entre los factores beneficiosos de estos 

componentes de la grasa de la leche para la salud, se han demostrado propiedades 

reductoras de la colesterolemia, antibacterianas y anticancerígenas, así como 

aglutinantes de vitaminas en la membrana del glóbulo graso de la leche bovina (MFGM) 

y en sus fosfolípidos agentes contra el cáncer de colon, patógenos gastrointestinales, 

enfermedad de Alzheimer, depresión y estrés (Spitsberg, 2005; Fong et al., 2007; 

MacGibbon y Cucco, 2007; Conway et al., 2014; Mohan et al., 2020). 

Se han identificado dos fuentes de ácidos grasos en la leche bovina: el alimento 

(dieta de los animales) o como productos de procesos digestivos y metabólicos en el 

rumen por la síntesis ex novo (Lindmark Månsson, 2008). Los ácidos grasos de cadena 

larga generalmente se derivan de fuentes dietéticas y llegan a la leche a través del 

torrente sanguíneo, mientras que los ácidos grasos de cadena corta y media (C4 a C14 

y algunos C16) se producen en la glándula mamaria por síntesis ex novo a partir de 

precursores como el acetato y el butirato (Bauman y Griinari, 2003; Palmquist, 2006). El 

acetato producido a partir de la fermentación de carbohidratos en el rumen, además del 

β-hidroxibutirato producido a partir del butirato absorbido por el epitelio ruminal, 

representa la fuente de carbono para la síntesis de estos ácidos grasos en la glándula 

mamaria del rumiante (es decir, síntesis ex novo). La otra mitad de los AG de 16 átomos 

de C y todos los AG de longitud de cadena más larga (18 o más átomos de C) llegan a 

la glándula mamaria por vía sanguínea procedentes de los lípidos de la dieta o desde la 

movilización de las reservas corporales (Bauman y Griinari, 2003).  

Debido a la respuesta relativamente rápida de la fracción de lípidos a los cambios 

en la dieta en comparación con otros componentes de la leche, el sistema de 

alimentación tiene un efecto pronunciado sobre el contenido y la composición de la 

grasa de la leche (es decir, sobre el perfil de ácidos grasos). Estos cambios se producen 

ya sea mediante la introducción de ácidos grasos que se derivan directamente de los 

ingredientes de la alimentación, a través de la alteración de las condiciones del rumen 

(por ejemplo, pH) o mediante una fuente dietética al proporcionar ácidos grasos sustrato 

que se biohidrogenan en el rumen a otros ácidos grasos (por ejemplo, C18:3 n-3 se 

descompone en ácido linolénico, ácido vaccénico, CLA y otros ácidos grasos) (Lindmark 

Månsson, 2008; O’Callaghan et al., 2018). 
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Tabla 2.3. Composición promedio (%) de los ácidos grasos (AG) mayoritarios de 
la leche de vaca. 

AG (nº de átomos de C) Rango Promedio  

4:0 3,13 

6:0 1,94 

8:0 1,17 

10:0 2,48 

12:0 2,99 

14:0 10,38 

14:1 cis-9 1,08 

15:0 iso 0,29 

15:0 anteiso 0,5 

15:0 1,05 

16:0 iso 0,22 

16:0 28,51 

16:1 cis-9 1,73 

17:0 iso 0,55 

17:0 anteiso 0,52 

17:0 0,73 

18:0 10,51 

18:1 cis-9 20,5 

18:1 (total) trans 4,25 

18:2 cis-9, cis-12 3,13 

Otros 18:2 1,03 

18:3 cis-9, cis-12, cis-15 0,59 

CLA 1,03 

Total saturados 64,97 

Total insaturados 27,56 

Total poliinsaturados 5,78 

Adaptado de Fontecha y Juárez, (2012). Fuente: Calvo et al., (2014). 
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2.2.2. Proteína 

Del total de nitrógeno presente en la leche, cabe destacar que aproximadamente 

el 95% se encuentra formando parte de las proteínas, principalmente la caseína, la 

lactoalbúmina y otras proteínas (Tabla 2.4). El 5% restante corresponde a sustancias 

nitrogenadas no proteicas (aminoácidos, urea, amoníaco, creatinina, etc.). En conjunto 

son los nutrientes orgánicos más abundantes en la leche de los animales de granja 

(Rezaei et al., 2014). 

Tabla 2.4. Concentración de las proteínas de la leche de vaca (g/L). 

Proteínas Concentración en Leche Proteína Total (%) 

αS1-Caseína 12,4 34,7 

αS2-Caseína 3,0 8,3 

β-Caseína 7,0 19,0 

κ-Caseína 4,2 12,0 

γ-Caseína 1,4 4,0 

Total de Caseínas 28,0 78,0 

β-Lactoglobulina 4,2 11,7 

α-Lactoalbúmina 1,1 3,0 

Fracción proteosa-peptona 0,8 2,2 

Inmunoglobulina G 0,6 1,7 

Inmunoglobulina M 0,09 0,25 

Inmunoglobulina A 0,01 0,027 

Albúmina de suero 0,3 0,83 

Lactoferrina 0,1 0,27 

Total Proteínas del lactosuero 7,2 20,0 

Proteínas: membrana del glóbulo graso 0,7 2,0 

Proteína Total 36,0 100 

Asumiendo 36 g/L de proteína y 78 % de caseína. 
Fuentes: Farrell Jr. et al., (2006); Barbosa et al., (2012); García et al., (2014). 

 

La leche contiene una amplia gama de proteínas, muchas de las cuales se 

encuentran en cantidades muy pequeñas. Las proteínas de la leche por su 

comportamiento y estructura se agrupan en caseínas y proteínas del suero conocidas 

como seroproteínas (Rezaei et al., 2016). Contiene aproximadamente 30 a 35 g de 

proteínas por litro. La acción de la quimosina (renina), o la acidificación de la leche a 

pH=4,6 da como resultado la segregación de proteínas en 2 fracciones: lactoserum 

(suero) que contiene aproximadamente el 20% de las proteínas de la leche de vaca (es 
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decir, aproximadamente 6 g/L), y el coágulo (cuajada) que contiene aproximadamente 

el 80% (es decir, aproximadamente 28-30 g/L) en forma de caseína (Tsabouri et al., 

2014). En su mayoría, las proteínas lácteas (excepto la albúmina sérica y las 

inmunoglobulinas) son sintetizadas a partir de aminoácidos y secretadas por las células 

epiteliales mamarias (Rezaei et al., 2016). La concentración proteica de la leche, no 

presenta cambios sobresalientes con la manipulación nutricional de las vacas (García 

et al., 2014). 

Todos los aminoácidos esenciales se encuentran presentes en las proteínas de 

la leche, lo que pone de manifiesto su importancia desde el punto de vista de la nutrición 

humana.  

2.2.2.1. Caseínas 

La caseína por su importante valor nutricional, representa el complejo de 

proteínas más importante en la leche de vaca y a menudo es utilizada como un índice 

para medir su calidad. Constituye cerca del 80% del contenido proteico de la leche, lo 

que la convierte en la proteína más abundante de la leche de vaca (Gao et al., 2017; 

Shu et al., 2020). Existen 5 tipos de caseínas: αs1, αs2, β, κ y γ. Las caseínas están 

presentes en la leche en forma de micelas y pueden ser fosforiladas por quinasas 

proteicas en las células epiteliales mamarias. Los grupos de fosfato unidos 

covalentemente a las moléculas de caseína unen calcio a través de enlaces iónicos. La 

función biológica de la micela de caseína es como fuente de nutrientes para los 

neonatos, ya que suministran aminoácidos, calcio y fósforo y participan en la formación 

del coágulo en el estómago para permitir una digestión eficiente (Rezaei et al., 2016). 

Precipitan cuando se acidifica la leche a un pH de 4,6, mientras que las proteínas del 

lacto suero permanecen en solución (García et al., 2014). 

2.2.2.2. Seroproteínas 

El suero de la leche contiene esencialmente proteínas globulares. Las proteínas 

del suero de la leche conocidas como seroproteínas constituyen el 20% de las proteínas 

lácteas y consisten mayoritariamente de α-lactoalbúmina y β-lactoglobulina, que son 

sintetizadas en la glándula mamaria a partir de los aminoácidos plasmáticos; y 

minoritariamente por lactoferrina, γ-globulina, albúmina sérica y otras inmunoglobulinas, 

que provienen de la sangre. La β-lactoglobulina comprende aproximadamente el 50% 

del total de proteínas del lactosuero y es la principal proteína del suero en la leche de 

rumiantes y cerdos. Por otro lado, la α-lactoalbúmina representa alrededor del 25% del 

total de proteínas del lactosuero y contiene un alto contenido de triptófano. Es la 
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subunidad reguladora del complejo enzimático de la lactosa sintetasa, jugando un papel 

importante en la producción y secreción de lactosa. Las inmunoglobulinas por su parte 

están presentes en concentraciones muy altas en el calostro, pero en concentraciones 

mucho más bajas en leche madura, sirviendo como parte del sistema inmunitario tanto 

del neonato como de la glándula mamaria (Tsabouri et al., 2014; Rezaei et al., 2016). 

2.2.3. Lactosa 

La lactosa es un disacárido sintetizado en la glándula mamaria a partir de 

glucosa y galactosa, considerado como el principal carbohidrato en la leche de 

mamíferos. Su contenido en la leche de vaca es de aproximadamente 5 g/100 ml lo que 

representa alrededor del 4,6% de la misma (Kaskous and Pfaffl, 2017; Heine et al., 2017; 

Numpaque et al., 2019). La lactosa es uno de los componentes con menores 

fluctuaciones en su contenido. Cuando esto ocurre, indica alteraciones en la glándula 

mamaria o situaciones de alimentación extremas o inusuales (Jenkins y McGuire, 2006). 

Durante su síntesis, la glucosa entra en las células epiteliales mamarias, donde parte 

se convierte en galactosa. Tanto la glucosa como la galactosa entran en el aparato de 

Golgi para formar la lactosa a través de una serie de reacciones catalizadas por 

enzimas. La formación de lactosa en el aparato de Golgi se da en el movimiento del 

agua desde el espacio extracelular (y por lo tanto la sangre) al citoplasma y luego al 

aparato de Golgi donde la lactosa pasa a convertirse en un componente de la leche. La 

lactosa y gran parte del agua asociada en la leche se liberan de las vesículas secretoras 

junto con las proteínas plasmáticas en el lumen de los alvéolos, ayudando a mantener 

la osmolaridad de la leche y relacionándose directamente con el volumen de leche 

producida (Shahbazkia et al., 2010; Rezaei et al., 2016). La síntesis de lactosa regula el 

volumen de leche segregada puesto que la cantidad de leche producida depende de la 

capacidad de síntesis de lactosa en la glándula mamaria. La lactosa es también uno de 

los factores dietéticos que estimula la absorción intestinal de calcio y fósforo, siendo así 

importante para la mineralización ósea y en la prevención de la osteoporosis (Martini et 

al., 2018). 

2.2.4. Enzimas 

La leche contiene un gran número de enzimas, secretadas por la glándula 

mamaria o de origen microbiano, pero su función biológica es en su mayoría 

desconocida (Claeys et al., 2014). Aunque presentes en pequeñas cantidades, las 

enzimas contenidas en la leche se aprovechan para efectos de inspección y control, ya 

que muchas de ellas influyen en la calidad de la leche y en el origen de distintas 

alteraciones. Existen dos grupos de enzimas: las hidrolasas, cuyo mecanismo de acción 
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se caracteriza por un desdoblamiento hidrolítico. A este grupo pertenecen entre otras, 

las esterasas, lipasas, carbohidratasas y proteasas; siendo la lipasa dentro de este 

grupo, la de mayor importancia, ya que actúa cuando la leche es depositada sin 

refrigeración, dándole un sabor rancio. El otro grupo importante de enzimas son las 

oxido-reductasas, las más importantes son la catalasa y la peroxidasa que sirven como 

indicadoras de la calidad microbiológica de la leche (Agudelo Gómez y Bedoya Mejía, 

2009). 

2.2.5. Vitaminas 

El contenido total de vitaminas de la leche es muy variable y depende del estado 

vitamínico, del estado de lactancia, de la época del año, del tiempo atmosférico, del 

ambiente y del régimen nutricional del animal. La leche contiene vitaminas como la A, 

D, E, K, B1, B2, B6, B12, C, carotenos, nicotinamida, biotina, ácido fólico, aunque su 

concentración está sujeta a grandes oscilaciones. Las vitaminas presentes en la leche 

son absorbidas de la sangre, ya que ninguna de ellas se sintetiza en la glándula 

mamaria. El calostro posee una extraordinaria riqueza vitamínica, contiene de 5 a 7 

veces más vitamina C y de 3 a 5 veces más vitaminas B2, D y E que la leche normal. En 

la leche de vaca se ha encontrado un contenido promedio de alrededor 1500 μg/100 ml 

de vitamina C y en torno a 0,03 μg/100 ml de vitamina D, en la cual se han mostrado 

variaciones estacionales, probablemente relacionadas con la exposición de los animales 

al sol (Agudelo Gómez y Bedoya Mejía, 2009; Claeys et al., 2014; Martini et al., 2017).  

Los niveles de vitaminas hidrosolubles están más influenciados por la 

alimentación que los niveles de vitaminas liposolubles, repercutiendo especialmente en 

los carotenos y en la vitamina A cuando la base de la alimentación son forrajes frescos.  

2.2.6. Minerales 

Los minerales representan una pequeña fracción de los sólidos lácteos y 

desempeñan un papel importante a nivel nutricional, principalmente por los aportes de 

calcio y fósforo, los cuáles presentan una alta digestibilidad, ya que están asociados a 

otros componentes como la caseína. La leche contiene también otros minerales que 

están en solución, como el sodio, potasio y magnesio, además de oligoelementos como 

el yodo, selenio, zinc, hierro y cobre. Los minerales participan en numerosas funciones 

vitales dentro de las cuáles las principales son de tipo metabólico como el 

mantenimiento del pH, la salud ósea, la presión osmótica, la conducción nerviosa, la 

contracción muscular, la producción de energía y casi todos los demás aspectos del 

crecimiento corporal (Bilandžić et al., 2015; Bakircioglu et al., 2018).  
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Las concentraciones de calcio, magnesio y fosforo en la leche son altamente 

heredables, siendo escasamente influenciadas por la alimentación como en el caso del 

yodo y el selenio. La mayor parte del calcio (alrededor del 65%) y zinc producidos en la 

leche, están asociados con las micelas de caseína, cuyo contenido en la misma está 

relacionado a una alta heredabilidad (Gabryszuk et al., 2008; van Hulzen et al., 2009; 

Pilarczyk et al., 2011). 

2.2.7. Componentes Nitrogenados no Proteicos (NNP) 

El nitrógeno no proteico representa el 5% del nitrógeno total en la leche. Del total 

de NNP, aproximadamente el 30-35% es urea, 25% creatinina y ácido úrico, 15% 

aminoácidos y 10-30% amoníaco (Roy et al., 2011). La urea es el principal componente 

NNP de la leche. Las concentraciones óptimas oscilan entre 210 a 320 mg de urea/L de 

leche (Salcedo-Díaz y Villar-Bonet, 2015). 

La mayor parte de la proteína ingerida con el alimento se degrada a amoníaco 

(NH3) por acción de los microorganismos del rumen, que después ellos mismos utilizan 

para producir sus propias proteínas que pasan al intestino delgado como proteína 

microbiana (Salcedo-Díaz y Villar-Bonet, 2015). La sobrealimentación de proteína bruta 

altamente degradable en la medida que excede las necesidades microbianas dará como 

resultado la producción de grandes cantidades de amoníaco, el cuál pasará a ser 

convertido por el hígado en urea, que será reciclada a través de la saliva o filtrada por 

los riñones y eliminada mayoritariamente a través de la orina (Surra et al., 1997). El resto 

que no es eliminado aumenta su concentración en el rumen, la sangre y la leche 

(Salcedo-Díaz y Villar-Bonet, 2015; Mitani et al., 2015; Schären et al., 2016). La 

concentración de urea en leche es un buen indicador en el diagnóstico de un exceso de 

proteína o un déficit de energía en la ración (Vicente, 2002; Salcedo-Díaz y Villar-Bonet, 

2015). 

El consumo de alimento y la cantidad y fuente de energía y proteína en la dieta 

(disponibilidad de N) son factores directamente relacionados con la fermentación 

ruminal y determinan la cantidad de proteína microbiana sintetizada en el rumen y el 

flujo de proteína microbiana y dietética al intestino delgado (Clark et al., 1992; Alothman 

et al., 2019).  

El pasto contiene altos niveles de proteína bruta altamente degradable (20-30 %; 

Westwood et al., 1998; Machado et al., 2005) y bajos niveles de carbohidratos no 

estructurales, lo que aumenta la ingesta de proteína bruta y disminuye la eficiencia de 

la utilización de N por la vaca en pastoreo. Esto explica la fuerte correlación entre las 
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concentraciones de urea de la leche con la relación proteína:carbohidratos solubles en 

el pasto (Kolver, 2003; Westwood et al., 1998; Mitani et al., 2015).  

2.3. FACTORES QUE MODIFICAN LA COMPOSICIÓN Y CALIDAD DE LA 
LECHE 

La leche es un alimento importante para la nutrición humana que se ha 

convertido en uno de los mayores desafíos económicos, sanitarios y nutricionales. 

Despierta diversos intereses entre los consumidores y entre los profesionales de la 

salud, procesadores y productores (Grenon et al., 2004). Se trata de un espectro muy 

vasto a tratar, en el cuál, hay que tener en cuenta todos los aspectos del concepto de 

calidad de la leche. 

El concepto de calidad de la leche ha evolucionado mucho en las últimas 

décadas. Se trata de un asunto complejo que implica varias facetas tales como los 

aspectos físicos (punto de congelación, color, viscosidad etc.), químicos (pH, 

composición en proteínas, grasa, lactosa o minerales, etc.), microbiológicos (bacterias, 

células somáticas, etc) y las propiedades de conservación (flora microbiana, enzimas, 

etc.), así como las propiedades funcionales (estabilidad térmica, de emulsificación, etc.), 

y biofuncionales (valor nutricional, etc.) estrechamente relacionados entre sí (Grenon et 

al., 2004).  

Según Grenon et al. (2004), la calidad de un producto se puede definir como "el 

conjunto de características que le permiten cumplir las necesidades de los 

consumidores." Sin embargo, cuando se discute la calidad, especialmente para un 

producto tan variable como es la leche, muchas interpretaciones pueden ser adoptadas. 

Por lo tanto, en la cadena de producción, el concepto de calidad de la leche es variable, 

ya que algunos actores toman en consideración las características de imagen o los 

criterios organolépticos, los cuales, incluyen aspectos visuales, mientras que, otros 

utilizan criterios de análisis cuantitativos para entender los aspectos higiénicos, 

tecnológicos o sensoriales (Sraïri y Hamama, 2006). 

La composición de la leche determina su calidad nutricional e industrial, lo que 

afecta directamente la rentabilidad y competitividad de los sistemas de producción 

lecheros. Su composición es el reflejo de múltiples factores que pueden ser o no 

modificados en el sistema de producción a través de diferentes prácticas de manejo 

(Cerón y Correa, 2005; Calvache y Navas, 2012). Según Dillon et al. (2006) los factores 

relacionados con la nutrición, la alimentación y el manejo de los rebaños lecheros 

pueden producir cambios que pueden ser observados a corto plazo, sin embargo, el 
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mejoramiento genético del rebaño influye directamente sobre los sólidos totales de la 

leche y su efecto es observable a largo plazo. 

La producción y la composición de la leche de vaca pueden verse afectadas por 

un elevado número de factores intrínsecos (relacionados al animal y difícilmente 

modificables) y extrínsecos (relacionados al medio y que dependen enormemente de 

las prácticas de manejo y la acción del hombre), que actúan de forma más o menos 

marcada a lo largo de la curva de lactación (Gispert, 2002). Entre los factores intrínsecos 

o los relacionados con el propio animal cabe destacar la herencia genética, el estado de 

lactación y el estado de salud. Entre los factores extrínsecos al animal se pueden 

destacar la estacionalidad, el ambiente y la alimentación. 

2.3.1. Genética y Herencia 

La composición de la leche está relativamente sujeta a la genética, con una 

heredabilidad estimada de 0,5 y 0,6 para los porcentajes de proteína y grasa, 

respectivamente. Sin embargo, la heredabilidad es más baja para el rendimiento de la 

producción de leche, estimada en 0,25. Por el contrario, los factores ambientales 

relacionados con la nutrición, alimentación, manejo y el medio tienen un mayor impacto 

en el rendimiento que en el porcentaje de los constituyentes mayoritarios de la leche 

(Heinrichs et al., 2016; Waldner et al., 2005).  

La prioridad asignada a cada rasgo genético depende de su impacto económico 

o del beneficio que pueda representar, tal es el caso, del rendimiento de la producción 

de leche por vaca, el cual, tiende a recibir la mayor atención por parte del productor. Sin 

embargo, los rendimientos de los diferentes componentes de la leche (grasa, proteína y 

sólidos no grasos) no deben ser pasados por alto y la selección genética debe dirigirse 

hacia el aumento de los mismos, ya que, los porcentajes de estos tienden a tener 

asociaciones genéticas negativas con los rasgos de producción. Ahora bien, un cambio 

en estos porcentajes no es probable que se logre mediante la selección genética 

solamente (Waldner et al., 2005). 

Según estudios realizados por Dillon et al. (2006) es posible realizar la selección 

para mejorar el rendimiento de la producción de leche como rasgo de importancia 

económica, aumentando así, la producción de leche por vaca, pero esto conlleva efectos 

indeseables en otros factores relativamente significativos para los sistemas de 

producción lecheros como son: la reproducción, menor puntuación de la condición 

corporal, mayor respuesta de la producción de leche a la suplementación de 

concentrado y fertilidad y supervivencia reducidas. 
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2.3.2. Estado de Lactación 

Existen factores considerados como muy influyentes en la composición de la 

leche, sin embargo, varían dependiendo de las condiciones y objetivos establecidos. 

Según Waldner et al. (2005) la producción de leche aumenta desde el primer día 

postparto hasta el día 70, llegando al pico de producción entre la sexta y octava semana 

después del parto. El estado de lactación afecta la concentración de grasa y proteína de 

forma muy similar, mostrando así las concentraciones más elevadas de las mismas al 

inicio y al final de la lactación y las menores durante el pico de producción a medio ciclo 

de lactación (Heinrichs et al., 2016; Waldner et al., 2005; Calvache y Navas, 2012).  

Al incrementar el volumen de producción, la concentración de grasa y proteína 

expresada en g/100g disminuye, debido al efecto de la dilución de las fracciones de 

grasa y proteína en el volumen de leche, ya que, la concentración de éstas, está en 

parte establecida genéticamente (Svennersten-Sjaunja y Olson, 2005; Heinrichs et al., 

2016). 

Desde el punto de vista práctico, el estado de lactación puede ser poco relevante 

en cuanto a la concentración de grasa y proteína cuando se recolectan muestras de 

leche de tanque de granjas que presentan partos durante todo el año. Sin embargo, es 

importante a nivel individual o cuando los partos se hacen estacionales o en periodos 

determinados (Nantapo et al., 2014). De esta manera, mayores influencias son 

contabilizadas y controladas en la concentración de las mismas (por ejemplo, en vacas 

en un ensayo de una misma raza, con genética similar, en la misma etapa de lactación, 

alimentadas con dietas similares), tomando en consideración factores menores como la 

composición de los forrajes (Schwendel et al., 2015). 

2.3.3. Estado Sanitario 

El estado sanitario ejerce una gran influencia tanto en la producción como la 

composición de la leche. La eficacia de un sistema de control sanitario de las vacas 

lecheras estará determinada por la capacidad de diagnosticar lo antes posible los 

cambios en el estado clínico y subclínico y desarrollar medidas preventivas 

relacionadas. Las vacas de alto rendimiento a menudo muestran una mayor 

susceptibilidad a enfermedades de producción multifactorial. Por lo tanto, los registros 

rutinarios de la vaca individual que están relacionados con las condiciones del rebaño y 

las influencias del ordeño pueden proporcionar decisiones estratégicas y de manejo 

(Hamann y Krömker, 1997). 
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De todas las enfermedades que aquejan y que pueden afectar el contenido y 

distribución de los componentes de la leche en el vacuno lechero, la mastitis ha sido la 

más estudiada, ya que, conlleva una gran problemática en los sistemas de producción, 

disminuyendo el contenido de grasa y caseína y aumentando el contenido de suero, así 

como, el contenido de proteínas de la sangre en la leche. Estos cambios relacionados 

con las proteínas de la leche, junto con alteraciones en la lactosa, contenido mineral y 

pH, muestran rendimientos más bajos de los derivados de la misma y propiedades de 

fabricación alteradas. El contenido de células somáticas juega un papel importante en 

la coagulación y en la cuajada de la leche, es por esto, que un recuento de células 

somáticas superior a 500.000 células somáticas/ml genera periodos más lagos de 

coagulación y cuajadas más débiles que la leche con un recuento más bajo (Waldner et 

al., 2005; Heinrichs et al., 2016).  

2.3.4. Estacionalidad y Ambiente 

Los factores climáticos influyen directamente sobre los sistemas de producción 

de leche, ya que, no solo afectan la producción y calidad de forraje, presentándose 

diferencias en los aportes nutricionales de la pradera a lo largo del año, sino también, 

las condiciones ambientales afectan el consumo voluntario de los animales, lo que se 

ve reflejado en la producción y composición de la leche.  

Existe una correlación negativa entre la temperatura ambiental y la cantidad de 

grasa y proteína en leche. Cuando la temperatura aumenta los contenidos de sólidos 

grasos disminuyen, de igual manera, se ha descrito que los porcentajes de caseína y 

toda la fracción nitrogenada son influenciados por las variaciones estacionales (Ng-

Kwai-Hang et al., 1984; Lacroix et al., 1996). 

Se han determinado cambios más significativos en el contenido de grasa de la 

leche que en otros componentes, relacionados a los cambios estacionales, sin embargo, 

es posible decir que cuando éste fue mayor, los contenidos de proteína y de sólidos 

totales fueron mayores también, dándose así, los contenidos más altos durante el 

invierno y los más bajos durante el verano (Ozrenk e Inci, 2008). Esta variación está 

relacionada con los cambios tanto en los tipos de alimento disponibles como en las 

condiciones climáticas. El clima caluroso y la alta humedad disminuyen la ingesta de 

materia seca y aumentan la selección de alimentos, lo que da como resultado una menor 

ingestión de forraje y de fibra (Waldner et al., 2005). Por esta razón, durante la 

temporada de altas temperaturas, las estrategias para reducir el impacto de altas cargas 

de calor en vacas lactantes son necesarias, factores como el sombreado, el cambio en 

las horas de alimentación y una administración apropiada de elementos minerales en 
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las raciones de alimentación pueden evitar el deterioro del rendimiento y la calidad de 

la leche (Ozrenk e Inci, 2008). 

2.3.5. Alimentación 

De todos los factores que pueden afectar la composición y el estado nutricional 

de la leche bovina, las prácticas de nutrición y alimentación son los más importantes 

que puede ser dirigido para manipular rápida y ampliamente el valor nutricional de la 

leche de vaca para consumo humano (Heinrichs et al., 2016; O’Callaghan et al., 2019). 

La influencia de la alimentación sobre la producción de leche se manifiesta en el último 

tercio de la gestación, donde hay un aumento de las reservas corporales que se 

movilizarán durante la lactación y, obviamente, durante el periodo de lactación a través 

de la cobertura de las necesidades nutricionales. 

El manejo de la alimentación impacta de manera importante en la variación 

significativa en los macronutrientes (grasas y proteínas) y micronutrientes (aminoácidos 

(AA), minerales, vitaminas y ácidos grasos (AG)) de la leche. Asimismo, tiene como 

resultado una alteración funcional y de las características sensoriales de los productos 

lácteos (Martínez, 2011; Altohman et al., 2019). 

Los cambios en la nutrición o formulación de raciones están más fuertemente 

correlacionados con el contenido de grasa de la leche que con la proteína de la misma, 

pudiendo variar de 0,1 a 1,0 puntos porcentuales y de 0,1 a 0,4 puntos, respectivamente. 

La depresión de la grasa de la leche puede atenuarse haciendo cambios en la dieta en 

unos 7 a 21 días. Sin embargo, los cambios en la proporción de proteína pueden ser 

más prolongados, tomando de 3 a 6 semanas o más si el problema ha sido persistente 

por un largo período (Heinrichs et al., 2016). 

El factor nutricional que más afecta la concentración de grasa en la leche es un 

bajo contenido de fibra efectiva en relación con la cantidad de carbohidratos 

fermentables. La digestión de la fibra en el rumen produce los ácidos grasos volátiles 

(AGV) acético y butírico para la síntesis de grasa (Calvache y Navas, 2012). El butirato 

proporciona energía para la pared ruminal, en donde gran parte se convierte en 

β-hidroxibutirato. Aproximadamente la mitad de la grasa en la leche se sintetiza en la 

ubre a partir del acetato y el β-hidroxibutirato, mientras que el resto se transporta desde 

el conjunto de ácidos grasos que circulan en la sangre. Estos pueden originarse de la 

movilización de grasa corporal, la absorción de la dieta o las grasas metabolizadas en 

el hígado (Heinrichs et al., 2016). Cuando el contenido de fibra de la ración disminuye, 

el almidón generalmente aumenta, lo que tiene como consecuencia que las bacterias 
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del rumen que se encargan de su fermentación produzcan grandes cantidades de 

propionato y un aumento de energía fermentable disponible en el rumen, que da como 

resultado un incremento en la concentración molar de ácidos grasos volátiles (AGV). 

Como consecuencia, se produce una caída en el pH del rumen y un aumento de su 

osmolaridad, lo que favorece la síntesis de ácidos grasos trans (Santos, 2002). Un 

mayor contenido de almidón (es decir, energía) en las dietas también afecta la tasa de 

biohidrogenación de los ácidos grasos insaturados en el rumen de la vaca, reduciendo 

sus concentraciones en la leche. Las raciones con alto contenido de almidón conducen 

a un mayor contenido de energía de la dieta, aumento de la producción de leche, y 

disminución del contenido de grasa de la leche (Palmquist, 2006; Alothman et al., 2019). 

La síntesis de proteínas por su parte es un proceso fisiológico complejo que 

ocurre en la glándula mamaria y que requiere de grandes cantidades de energía. A 

pesar de que puede variar considerablemente por la genética de las vacas, se ha 

demostrado que el sistema de alimentación afecta el rendimiento de la producción de 

leche y proteína (Vanbergue et al., 2017; O’Callaghan et al., 2019). El consumo de 

alimento y la cantidad y fuente de energía y proteína en la dieta son factores importantes 

que afectan directamente la fermentación ruminal, determinan la cantidad de proteína 

microbiana sintetizada en el rumen y el flujo de proteína microbiana y dietética que va 

al intestino delgado, lo que es una fuente primaria de aminoácidos esenciales para la 

vaca (Bionaz et al., 2012, Alothman et al., 2019). La glándula mamaria utiliza 

aminoácidos específicos, como la metionina y lisina, para sintetizar las proteínas de la 

leche. Éstos son los dos AA son limitantes en el vacuno lechero según NRC (2001). Una 

variación en la concentración de estos aminoácidos se puede traducir en un mayor 

rendimiento de proteína y contenido de caseína de mejor calidad en la leche (Bionaz et 

al., 2012; Gulati et al., 2018; O’Callaghan et al., 2019). Para proporcionar energía para 

apoyar esta síntesis de proteínas se requiere glucosa, que se forma a partir del 

propionato en el hígado o se absorbe directamente desde el intestino delgado. Esto 

puede reducir el suministro de aminoácidos disponibles para producir proteínas de la 

leche. Además, parte de las proteínas (albúmina e inmunoglobulina) se transfieren 

directamente a la leche desde la sangre (Heinrichs et al., 2016). 

No solo los macronutrientes (grasa y proteína) de la leche se ven afectados por 

el sistema de alimentación. Otros compuestos bioactivos de naturaleza lipofílica también 

sufren alteraciones por la dieta de las vacas. Está claro que la concentración en la dieta 

de estos compuestos bioactivos liposolubles, dicta su concentración y tasa de 

recuperación posterior en la leche. Dietas ricas en pasto fresco, que es una buena fuente 

de diversas vitaminas y antioxidantes, los transfieren a través de complejos procesos 
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digestivos a la glándula mamaria y luego a la leche, lo que explica el mayor contenido 

de compuestos como β-caroteno, terpenos, luteína, vitamina A (retinol), vitamina E 

(tocoferol) y fitol (un derivado de la clorofila) en la leche de vacas alimentadas con pasto 

en comparación con la leche de vacas alimentadas con dietas ricas en concentrado, 

ensilado de maíz o raciones completas mezcladas (TMR) (Agabriel et al., 2007; Coppa 

et al., 2011; O’Callaghan et al., 2016a; O’Callaghan et al., 2017; Faulkner et al., 2018), 

por lo tanto, se espera un efecto significativo de la variación estacional (botánica) en la 

composición del pasto (Alothman et al., 2019). 

Los minerales y oligoelementos existen en un equilibrio entre las fases solubles 

y coloidales de la leche, y su contenido junto con su distribución (principalmente Ca, Mg 

y P) tienen un significado tecnológico esencial en los procesos de tratamiento de la 

leche, especialmente en la fabricación de queso debido a su efecto directo sobre la 

estabilidad de las micelas de caseína en la leche (de la Fuente, 1998; Alothman et al., 

2019). Diferentes estudios han demostrado que sus concentraciones en la leche están 

influenciadas por varios factores, como el estado de lactación, la raza, sistema de 

producción y los factores ambientales, sin mencionar que la concentración global de 

minerales en la leche se ve significativamente afectada por la composición mineral de 

la dieta. Los niveles de macroelementos (K, Na, S) y oligoelementos (Zn, Fe, I, Cu, Mo 

y Se) se ven influenciados en un grado dependiente del sistema de alimentación y del 

período de lactación, al igual que de las condiciones en las que han sido cultivados el 

pasto o los diferentes ensilados que forman parte de las dietas de alimentación 

(Gabryszuk et al., 2008; Horky, 2015; Gulati et al., 2018; Gulati et al., 2019). 

Según Van Hulzen et al. (2009) las concentraciones de minerales en la leche 

pueden modificarse mediante la nutrición o la selección genética. El gran coeficiente de 

variación (26%) para el selenio (Se) en combinación con una heredabilidad intra rebaño 

de 0,20 sugiere que es posible alterar el contenido de Se de la leche mediante selección. 

Sin embargo, el 65% de la varianza total puede explicarse por la varianza del rebaño, lo 

que indica que cambiar los niveles de Se en la leche por nutrición es más efectivo. Para 

la concentración de Ca, K, Zn, Mg y P en la leche, la selección es una ruta más 

prometedora para el cambio. 

Se ha demostrado en algunos estudios que la variación en la energía 

suministrada a través de los sistemas de alimentación altera el contenido de lactosa de 

la leche, un aumento de la energía a través de las TMR en comparación con un sistema 

de alimentación de pastos presenta una correlación positiva, especialmente en las 



Capítulo 2 

62   

 

dietas altas en almidón cuando se incluyen el maíz y las habas forrajeras (Argamentería 

et al., 2006; Vicente et al., 2017; Gulati et al., 2018).  

2.4. IMPORTANCIA PARA EL DESARROLLO RURAL DE TENER MARCAS 
DE CALIDAD O UN PRODUCTO DIFERENCIADO 

Actualmente los consumidores prestan cada vez más atención a la calidad y 

autenticidad de los productos alimenticios, siendo percibidos los productos regionales y 

tradicionales como más saludables y sabrosos, por lo que gozan de una creciente 

demanda entre los consumidores (Montowska y Pospiech, 2012; Rychlik et al., 2017). 

En Europa, esta tendencia encuentra apoyo en estrategias de certificación que se han 

diseñado para apoyar a los productores locales, especialmente en zonas marginales 

con altos costes de producción, a la diversidad de los productos agrícolas y la 

prevención de las migraciones de las zonas rurales, así como el aumento de los ingresos 

de los agricultores (Coppa et al., 2012; Montowska y Pospiech, 2012). 

La Política Agraria Común (PAC) desarrollada por la Comisión Europea hizo 

hincapié en el papel de la política de calidad alimentaria como herramienta para la 

diversificación de productos y el desarrollo rural, por lo que se han creado diferentes 

etiquetas de calidad alimentaria que buscan salvaguardar las denominaciones de 

productos agrícolas y alimenticios cuya calidad proviene de su origen geográfico 

(Bouamra-Mechemache y Chaaban, 2012).  

Según el MAGRAMA (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación de 

España), la calidad diferenciada es el conjunto de características peculiares y 

específicas de un alimento debidas al origen de las materias primas utilizadas y/o a los 

procedimientos de elaboración. Estos productos están regulados por la normativa de la 

Unión Europea (UE), que garantiza el cumplimiento de unos requisitos de calidad 

adicionales a los exigidos para el resto de productos convencionales. Son esquemas de 

carácter voluntario y los productos que cumplen con esos requisitos están inscritos en 

un registro de la UE y protegidos por derechos de propiedad intelectual. Actualmente 

existen tres tipos de marca de calidad. 

 Los productos de Denominación de Origen Protegida (DOP) son aquéllos cuya 

calidad o características se deben exclusivamente al medio geográfico con sus 

factores naturales y humanos, y cuya producción, transformación y elaboración 

se realizan siempre dentro de esa zona geográfica delimitada de la que toman 

el nombre. 
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 Los productos con una Indicación Geográfica Protegida (IGP) poseen alguna 

cualidad determinada o reputación u otra característica que pueda atribuirse a 

un origen geográfico y que al menos una de las fases de producción, 

transformación o elaboración se realiza en la zona geográfica delimitada de la 

que toma su nombre. 

 Las Especialidades Tradicionales Garantizadas (ETG) son los productos con 

rasgos específicos diferenciadores de otros alimentos de su misma categoría, y 

se producen a partir de materias primas tradicionales, o bien presentan una 

composición, modo de producción o transformación tradicional. En España sólo 

se tiene autorizada esta etiqueta a cuatro productos, entre los que se incluye la 

leche certificada de granja.  

 Además, existe una cuarta etiqueta de calidad alimentaria: Producto procedente 

de la agricultura ecológica, que se puede aplicar adicionalmente a cualquiera de 

los anteriores o ser aplicada independientemente. 

Estas etiquetas de certificación marcan los productos con alto valor añadido y, 

por lo tanto, con precios más altos, fomentándose una falsificación frecuente o una 

sustitución con productos de menor valor por parte de los productores que desean 

obtener beneficios rápidos y fáciles (Coppa et al., 2012; Montowska y Pospiech, 2012; 

Di Domenico et al., 2017).  

Según Tempesta y Vecchiato (2013), los consumidores suelen estar dispuestos 

a pagar un precio premium por los alimentos nacionales y locales y en el caso particular 

de la leche puede estar relacionado a tres atributos: origen (región, país, etc.), área de 

producción (montaña o llanuras) y método de cría (pastoreo o estabulación). Con el fin 

de garantizar la autenticidad de los productos certificados para los consumidores, se 

requieren métodos fiables de autenticación y trazabilidad, para eliminar la competencia 

desleal y evitar que los consumidores sean engañados por productos no-genuinos 

(Coppa et al., 2012; Rychlik et al., 2017). 

2.5. BIOMARCADORES PARA LA TRAZABILIDAD ALIMENTARIA 

El aumento del comercio globalizado y la necesidad de garantizar la calidad de 

los alimentos, implica certificar el origen de los productos como una forma de evitar 

fraudes en el etiquetado y comercialización. La consecuencia directa es el 

establecimiento de políticas de identificación y seguimiento individual de los animales y 

sus productos, mediante la aplicación de tecnologías adaptadas a la modernización y 

globalización de los intercambios comerciales actuales, siendo la trazabilidad uno de los 
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principales resultados de estas políticas (Reglamento CE 1760/2000). De conformidad 

con el Reglamento UE 178/2002, la trazabilidad es " la posibilidad de encontrar y seguir 

el rastro, a través de todas las etapas de producción, transformación y distribución, de 

un alimento, un pienso, un animal destinado a la producción de alimentos o una 

sustancia destinados a ser incorporados en alimentos o piensos o con probabilidad de 

serlo". La trazabilidad es un conjunto de acciones, medidas y procedimientos técnicos 

que permiten identificar y registrar un producto desde su origen hasta el final de la 

cadena de comercialización. La autenticación de alimentos es el proceso que verifica 

que un alimento cumple con la descripción de su etiqueta. La prueba de procedencia es 

un tema importante para la inocuidad y calidad de los alimentos y la protección de los 

consumidores, ya que estos productos son a menudo blanco de etiquetado fraudulento. 

Esto puede incluir, entre otros, el origen (especie, geográfico o genético), el método de 

producción (convencional, orgánico, procedimientos tradicionales, rango libre) o 

tecnologías de procesamiento (irradiación, congelación, calentamiento por microondas; 

Danezis et al., 2016). En todo este proceso se debe asegurar la identidad del producto, 

como una forma de garantizar su inocuidad, calidad y origen. Por lo tanto, uno de los 

principales requisitos de la trazabilidad es la implementación de un sistema de 

identificación del producto que permita ligarlo al animal y a su sistema de producción y 

manejo. Existen actualmente en aplicación o desarrollo diversas herramientas 

certificadoras de la trazabilidad. Entre ellas, diversos componentes de la leche pueden 

utilizarse como biomarcadores para garantizar el origen de los productos. Un 

biomarcador o marcador biológico es una sustancia, molécula o componente que puede 

medirse objetivamente y pone en evidencia un proceso biológico, estado fisiológico o de 

respuesta a un tratamiento o manejo. 

El contenido de grasa y la composición y concentración de ácidos grasos en la 

leche pueden ser un indicador de la dieta de los animales (Kalač y Samkova, 2010; 

Vicente et al., 2017) y también del sistema de manejo (extensivo, semi-extensivo, 

intensivo; Morales-Almaráz et al., 2011). Los perfiles de ácidos grasos y triacilgliceroles 

(TAG) pueden ser utilizados para la autentificación del origen de la leche, ya que 

cambian rápidamente con los cambios en la dieta de los animales, lo que puede incluir 

una modulación diferente de la actividad de biohidrogenación microbiana en el rumen 

(Capuano et al., 2014). Efectos consistentes son observados en los ácidos grasos de la 

leche relacionados al sistema de alimentación, al sistema de pastoreo, la disponibilidad 

de hierba, el manejo de prados y pastizales y las especies herbáceas (Elgersma, 2015). 

Compuestos funcionales ventajosos para la salud humana, como los ácidos grasos, en 

particular el ácido linolénico (C18:3 n-3; Leiber et al., 2005) y los ácidos grasos 
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conjugados, como el ácido rumenico (C18:2 cis-9, trans-11; Collomb et al., 2002), están 

asociados al consumo de hierba y a su composición botánica (Elgersma, 2015). 

Los biomarcadores vegetales son compuestos que no son sintetizados por los 

animales y cuya aparición en los productos o tejidos animales es inequívocamente 

debido al alimento que han comido (Prache, 2009). Los principales antioxidantes en la 

leche son enzimas, lactoferrina, tocoferoles, vitaminas A, C y E, urato y carotenoides 

(Kilcawley et al., 2018). Los carotenoides son biomarcadores potenciales, ya que tanto 

la luteína como el β-caroteno se encuentran en mayores concentraciones en la leche y 

productos lácteos derivados de una alimentación a base de pastos (Nozière et al., 2006). 

Se han encontrado otros metabolitos secundarios de las plantas con propiedades 

antioxidantes en la leche como es el caso de los terpenos (presentes en mayor 

proporción en plantas dicotiledóneas), que pueden conferir cierto sabor en algunos tipos 

de leche y productos lácteos (Tornambé et al., 2006; Coppa et al., 2011) y los polifenoles 

(Besle et al., 2010).  De igual manera, se ha puesto de relieve la correlación potencial 

que presentan los pastos, con atributos sensoriales vinculados a la acumulación del 

p-cresol, que parece estar relacionada con el metabolismo del β-caroteno, aminoácidos 

aromáticos o isoflavonas en el rumen (Kilcawley et al., 2018). Por su parte, el tolueno, 

producto también del metabolismo del β-caroteno, ha sido identificado como un 

potencial biomarcador de la leche y productos lácteos derivados de pastos, aunque tiene 

poco impacto en la percepción sensorial debido a su alto umbral de olor (O’Callaghan 

et al., 2017; Faulkner et al., 2018). 

Muchas características de los perfiles de microARN, incluyendo su accesibilidad 

en diferentes tipos de muestras como la leche y su potencial para la medición altamente 

sensible, han hecho que su estudio como biomarcadores de enfermedades sea un área 

popular (Pritchard et al., 2012). Dado su papel en numerosos procesos fisiológicos, la 

desregulación de la función de los microARN puede conducir a enfermedades; por lo 

tanto, el aumento de la evidencia apoya su uso como biomarcadores de diagnóstico 

(Alsaweed et al., 2015). 

En gran medida, los microARN de la leche parecen ser endógenos de la glándula 

mamaria (Silveri et al., 2006), presentando una alta estabilidad, incluso en condiciones 

muy duras, incluyendo el proceso de esterilización, procesamiento y durante la 

fabricación de los productos lácteos, por lo tanto, podrían emplearse como 

biomarcadores tanto para el rendimiento como para el estado de salud de la glándula 

mamaria durante la lactancia (Alsaweed et al., 2015), para el control de la calidad de la 
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leche (Chen et al., 2010) y la mastitis (Lawless et al., 2014) y su asociación con el cáncer 

de mama y otras enfermedades (Heneghan et al., 2010; Alsaweed et al., 2015). 

A continuación, se describen con mayor amplitud estos biomarcadores. 

2.5.1. Ácidos Grasos 

Los ácidos grasos (AG) de la leche de rumiantes se originan a partir de fuentes 

preformadas (dieta y tejido adiposo movilizado) y de la síntesis ex novo en la glándula 

mamaria. Los principales sustratos para la síntesis ex novo de los ácidos grasos son el 

acetato y el butirato, que tiene como productos finales los ácidos grasos de la leche con 

una longitud de hasta 14 carbonos, y aproximadamente la mitad de los ácidos grasos 

de 16 carbonos (Ungerfeld et al., 2019). Los restantes AG de 16 carbonos y todos los 

de mayor longitud tienen como origen los derivados de la dieta y los movilizados de las 

reservas corporales. La grasa de la leche ha sido cuestionada durante décadas por sus 

posibles efectos negativos para la salud humana, sin embargo, sus efectos tanto 

positivos, negativos o neutros en la salud del consumidor, están relacionados con la 

longitud de la cadena de los ácidos grasos de la leche y los productos lácteos y su 

consumo (Haug et al., 2007; Ungerfeld et al., 2019). En particular, al ácido butírico 

(C4:0), el miembro más corto de los ácidos grasos de la leche, se le han atribuido 

propiedades nutracéuticas, pudiendo actuar directamente en el tracto digestivo a nivel 

gastrointestinal, así como indirectamente en el intestino delgado en el desarrollo y 

reparación de tejidos (Guilloteau et al., 2010). La evidencia sugiere que el C4:0 ejerce 

efectos potentes sobre una variedad de funciones mucosas colónicas como la inhibición 

de la inflamación y la carcinogénesis, el refuerzo de varios componentes de la barrera 

de defensa colónica y la disminución del estrés oxidativo (Hamer et al., 2008). A nivel 

postabsortivo se ha demostrado que el C4:0 puede disminuir la resistencia a la insulina, 

inhibir la síntesis de colesterol, aumentar el gasto de energía y la oxidación de ácidos 

grasos, estimular la deposición de tejido magro, e inhibir la acreción de grasa corporal 

(Canfora et al., 2015, Ungerfeld et al., 2019). El ácido caprílico (C8:0) retrasa el 

crecimiento tumoral y al igual que el ácido cáprico (C10:0) ambos pueden tener 

actividades antivirales. Por su lado, el ácido láurico (C12:0) posee funciones antivirales 

y antibacterianas y puede actuar como anticaries y agente antiplaca (Haug et al., 2007). 

Los ácidos grasos láurico (C12:0), mirístico (C14:0) y palmítico (C16:0) han sido 

identificados como ácidos grasos que aumentan el riesgo de enfermedades 

cardiovasculares (Mensink et al., 2003), aunque la evidencia más reciente (Praagman 

et al., 2016) sugiere que los efectos del C12:0, C14:0 y C16:0 en la incidencia en dichas 

enfermedades puede diferir. El ácido esteárico (C18:0) no parece aumentar los niveles 
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de colesterol en suero en relación con otros ácidos grasos saturados de cadena larga y 

no ha mostrado ningún efecto perjudicial sobre el riesgo en las enfermedades 

cardiovasculares, debido probablemente a su alta tasa de conversión a C18:1 n-9 por la 

Δ-9-desaturasa (Legrand y Rioux, 2015). 

La leche también es una fuente de ácidos grasos monoinsaturados y 

poliinsaturados, omega-3 y omega-6 y ácido linoleico conjugado (CLA), siendo este 

último el nombre genérico de un grupo de isómeros de ácido linoleico (C18:2 n6) con un 

doble enlace conjugado (O’Callaghan et al., 2018). Los alimentos derivados de los 

rumiantes, en particular la leche, carne y los productos lácteos, representan la principal 

fuente de CLA en la dieta humana (Shingfield y Wallace, 2014; Yang et al., 2015). El 

isómero más abundante en la leche y los productos lácteos es el C18:2 cis-9, trans-11 

comúnmente conocido como ácido ruménico (75-90% del total de isómeros CLA). Tanto 

a los CLA como al ácido ruménico se les atribuyen efectos beneficiosos potenciales para 

la salud humana debido a sus actividades anticarcinogénicas, antiaterogénicas, 

inmunomoduladoras, efectos protectores contra la obesidad y la diabetes (Pariza, 2004; 

Dilzer y Park, 2012; Yang et al., 2015), mientras que el isómero C18:2  trans-10, cis-12 

se relaciona con la repartición y la distribución de la energía que conducen a la reducción 

de grasa corporal (Prieto-Manrique et al., 2016), así como una disminución de la grasa 

de la leche (Harvatine y Bauman, 2006). El ácido ruménico y el C18:2 trans-10, cis-12 

son producidos a través de un doble origen: ruminal o endógeno (Lock y Bauman, 2004; 

Palmquist et al., 2005). La primera fuente se relaciona con la biohidrogenación ruminal 

de los ácidos poliinsaturados (Figura 1) de la dieta por microorganismos ruminales, 

incluidos los Butyrivibrio fibrisolvens, y se presenta como un metabolito intermediario de 

la conversión del ácido linoleico al ácido esteárico (O’Callaghan et al., 2019). La 

segunda fuente se explica esencialmente por la acción de la enzima Δ-9-desaturasa 

sobre el ácido vaccénico (C18:1, trans-11), otro producto del metabolismo ruminal de 

los ácidos grasos en la glándula mamaria (Griinari et al., 2000; Palmquist et al., 2005; 

Hervás et al., 2020). El ácido vaccénico es el principal ácido graso trans C18:1 presente 

en la leche y se produce a través de la biohidrogenación incompleta de los ácidos 

linoleico y linolénico por bacterias en el rumen (Lock y Bauman, 2004). 
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Figura 2.1. Biohidrogenación Ruminal (Fuente: García et al., 2017) 

Se entiende ampliamente que el sistema de alimentación de las vacas lecheras 

puede tener un impacto directo en la composición de la leche, en particular la 

composición de ácidos grasos de la grasa láctea (Chilliard et al., 2007; O'Callaghan et 

al., 2016b). El contenido de CLA en la leche bovina y productos lácteos puede variar 

considerablemente y se reconoce que el régimen dietético puede tener un efecto 

significativo en su concentración (O'Callaghan et al., 2019). Los sistemas de 

alimentación basados en hierba fresca producen una grasa láctea con mayores 

proporciones de ácidos grasos insaturados en comparación con los ácidos grasos 

derivados de los sistemas intensivos convencionales con una ración completa mezclada 

(Bargo et al., 2002). Couvreur et al. (2006) demostraron aumentos en los CLA y en el 

ácido vaccénico de la leche de vaca con concentraciones crecientes de hierba fresca en 

la dieta del 0% al 100% del total de la alimentación. Por su lado, O'Callaghan et al. 

(2017), también demostraron los beneficios de la alimentación de pastos en las 

propiedades nutricionales del queso Cheddar, con un aumento de los CLA, ácido 

vaccénico y ácidos grasos omega-3. La biohidrogenación ruminal es más intensa en 

dietas con abundantes forrajes (Lee et al., 2006). Kucuk et al. (2001) han observado una 

reducción de la biohidrogenación con el incremento de concentrado en la dieta que se 

considera asociada con una reducción del pH rumimal. Por otro lado, cuando disminuye 

la proporción de forraje de la dieta aumenta el flujo duodenal de C18:1 trans-11 y resulta 

en un cambio en la producción ruminal de CLA cis-9, trans-11 hacia el CLA trans-10, 

cis-12 (Kucuk et al., 2001, Loor et al., 2004), lo que influye directamente en la relación 

entre los isómeros trans10 y trans11 del C18:1 de la leche. Las vacas lecheras 
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alimentadas con una ración a base de ensilado de maíz producen leche con un menor 

contenido de C18:3 y un incremento de C18:2, lo que causa una relación elevada de 

ácidos grasos poliinsaturados n-6/n-3 (AGPI) en comparación con las vacas 

alimentadas con pastos (Khan et al., 2011; Khan et al., 2012; Davis et al., 2020). 

El ácido oleico (C18:1 n-9) es el ácido graso monoinsaturado más prominente 

presente en la leche, mientras que el ácido linoleico y el ácido α-linolénico (C18:3 n-3) 

son los principales ácidos grasos poliinsaturados en la grasa de la leche (Dewhurst et 

al., 2006). Se ha informado que el ácido oleico es favorable para la salud, con evidencias 

de que altas concentraciones de ácidos grasos monoinsaturados en la dieta reducirían 

las concentraciones de colesterol plasmático, colesterol LDL y triglicéridos (O’Callaghan 

et al., 2019). 

Los ácidos grasos poliinsaturados pueden clasificarse en dos familias 

principales, los ácidos grasos omega-3 (n-3) y omega-6 (n-6), según la ubicación del 

doble enlace final en relación con el extremo metil terminal de la molécula (Wall et al., 

2010). El ácido linoleico y el ácido α-linolénico se denominan ácidos grasos esenciales, 

ya que no pueden ser sintetizados por el cuerpo humano y son precursores de las series 

n-6 y n-3 de los ácidos grasos (Patterson et al., 2012). El n-3 más abundante en leche, 

ácido α-linolénico, que se convierte en el ácido eicosapentaenoico (EPA), el ácido 

docosapentaenoico (DPA) y el ácido docosahexaenoico (DHA), se ha asociado con un 

envejecimiento saludable, el desarrollo fetal y con efectos antidepresivos (Su et al., 

2008; Swanson et al., 2012). Se ha demostrado que los ácidos grasos de cadena larga 

omega-3 provenientes del ácido α-linolénico (C18:3 cis-9, cis-12, cis-15), el ácido 

eicosapentaenoico, el ácido docosapentaenoico y el ácido docosahexaenoico reducen 

el riesgo de enfermedades coronarias y son antiinflamatorios, antitrombóticos y 

antiaterogénicos (Swanson et al., 2012; Patterson et al., 2012). Además, los ácidos 

grasos de cadena larga exhiben propiedades neuroprotectoras, son esenciales en el 

desarrollo y la función del cerebro y tienen efectos protectores que potencialmente 

apoyan el envejecimiento saludable (Janssen y Kiliaan, 2014; Dyall, 2015). Mientras que 

el ácido linoleico (LA), el ácido graso poliinsaturado y omega-6 más abundante en la 

leche, es importante para una piel sana (McCusker y Grant-Kels, 2010). Una proporción 

elevada de n-6/n-3 conlleva un mayor riesgo de diabetes tipo 2, aumento de las 

enfermedades coronarias y obesidad (Thorsdottir et al., 2004; Simopulos, 2013; 

Simopulos, 2016). 
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2.5.2. Antioxidantes 

En un sistema biológico, un antioxidante puede ser definido como "cualquier 

sustancia que, cuando presenta concentraciones bajas en comparación con las del 

sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidación de ese sustrato'' 

(Halliwell y Gutteridge, 2015). Los antioxidantes son capaces de inhibir o retardar la 

oxidación de dos maneras: captando radicales libres (compuestos fenólicos como la 

vitamina E o el α-tocoferol) o por mecanismos de unión a metales pesados, captación o 

desactivación de oxígeno, conversión de hidroperóxidos, absorción de la radiación 

ultravioleta (UV), etc. (Pokorny et al., 2001). 

Los antioxidantes juegan un papel importante en la protección de las células 

animales de los daños ocasionados por la presencia de radicales libres (McDonald et 

al., 2011) y su uso se considera un tratamiento preventivo contra el envejecimiento 

celular. La suplementación con antioxidantes no solo mejoraría la salud de la vaca en 

una etapa sensible como el período de transición, sino también agregará un valor 

añadido como fuente de antioxidantes al producto final, ya sea leche o carne dotándolos 

con beneficios para la salud del consumidor (Castillo et al., 2013). 

En función de su naturaleza, dentro de los antioxidantes que se distinguen en la 

leche y los productos lácteos se incluyen tanto los lipofílicos como hidrofílicos. Además 

de altamente activa y, en algunos casos, única fuente de antioxidantes lipofílicos, la 

leche también es una fuente de antioxidantes hidrofílicos (Grażyna et al., 2017). Dentro 

del grupo de antioxidantes lipofílicos los principales antioxidantes en la grasa de la leche 

son el ácido linoleico conjugado (CLA), las vitaminas A y E, el β-caroteno y la coenzima 

Q10. Sin embargo, se encuentran otros compuestos con propiedades antioxidantes que 

incluyen la vitamina D3, los fosfolípidos, ésteres y, posiblemente, el ácido 

13-metil-tetradecanoico (German y Dillard, 2006; Baldi y Pinotti, 2008). En la leche, los 

antioxidantes hidrofílicos están constituidos por un gran grupo de compuestos 

nitrogenados, como fracciones de caseína, proteínas del suero (lactoferrina y 

β-lactoglobulina), péptidos bioactivos, compuestos de nitrógeno de bajo peso molecular 

y ácido úrico. Por otro lado, las enzimas que se encargan de neutralizar los radicales 

libres en la leche, incluyendo la superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), 

lactoperoxidasa (LPx) y glutatión peroxidasa (GSHPx) conforman otro grupo importante 

de antioxidantes, las cuales, forman un sistema sinérgico que aumenta el potencial 

antioxidante de la leche (Pihlanto, 2006). 

Es recomendable nutricionalmente un aumento en el consumo de vitaminas y 

antioxidantes liposolubles, como los carotenoides y el α-tocoferol, en la dieta (Średnicka-
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Tober et al., 2016). Desde el punto de vista de los mecanismos de estrés oxidativo, éste 

está claramente asociado con una amplia gama de procesos de enfermedades crónicas 

y agudas, como las enfermedades cardiovasculares, el cáncer, las enfermedades 

neurodegenerativas y otras enfermedades. Según los datos epidemiológicos se ha 

demostrado que un consumo de dietas altas en antioxidantes generalmente indica un 

beneficio en dichas enfermedades. Sin embargo, hay muchas inconsistencias en los 

resultados. Por lo tanto, los efectos beneficiosos de la suplementación con antioxidantes 

aún no se han probado suficientemente (Willcox et al., 2004). Por otra parte, como los 

productos lácteos no son las principales fuentes de vitamina E y carotenoides en la dieta 

humana, se desconoce si las concentraciones de α-tocoferol y otros antioxidantes que 

se encuentran en la leche dependiendo del sistema de alimentación de las vacas, 

tendrán un gran impacto en la salud humana (Średnicka-Tober et al., 2016). 

Los biomarcadores de las plantas son compuestos que no son sintetizados por 

los animales y cuya presencia en los productos o tejidos animales se debe sin duda 

alguna a la dieta ingerida. Los carotenoides forman el grupo principal de estos 

pigmentos naturales, que, junto a los terpenos, son un claro ejemplo de micronutrientes 

vegetales lipofílicos que se transfieren a los tejidos y productos animales después de su 

absorción, recuperándolos luego en la leche y la grasa animal (Prache, 2009). 

Los antioxidantes y vitaminas liposolubles presentes en la leche se derivan de 

dos fuentes dietéticas diferentes: una a base de constituyentes naturales en los piensos 

y forrajes de la dieta o a base de compuestos sintéticos agregados como suplementos 

a la dieta de las vacas lactantes. Los carotenoides derivados del forraje fresco están 

dominados por el β-caroteno, pero también incluyen luteína, zeaxantina, criptoxantina, 

licopeno y α-caroteno (Butler et al., 2008). 

El contenido de carotenoides en los tejidos y productos animales depende 

directamente del suministro dietético (Dian et al., 2007). Los pigmentos carotenoides 

están presentes en niveles altos en pastos de hojas verdes (430 a 700 mg/kg MS para 

carotenoides totales, 250 a 415 mg/kg MS para la luteína, Prache et al., 2003). El 

contenido de antioxidantes en el forraje disminuye con factores como la duración del 

secado y la conservación, dependiendo proporcionalmente del grado de exposición a la 

luz, ya que los carotenoides son altamente sensibles a los rayos UV. El secado en el 

campo, por lo tanto, disminuye fuertemente el contenido de carotenoides del forraje. En 

comparación con el nivel inicial en el pasto, la concentración observada para el ensilado 

está entre el 60% y el 30% y en el heno entre 30 y 20% (Nozière et al., 2006). El ensilado 

de maíz es pobre en carotenoides (70-80 mg/kg de MS), además, los rumiantes no son 
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capaces de almacenar la zeaxantina, presente en el grano de maíz. La mayoría de los 

concentrados tienen bajas proporciones de estos pigmentos (Prache, 2009). Por lo 

tanto, los carotenoides se han propuesto como marcadores del origen de la alimentación 

en la carne y la leche de los herbívoros (Prache et al., 2007). 

2.5.2.1. Vitamina E 

La vitamina E es el antioxidante lipofílico más activo en el cuerpo humano y 

cuenta con ocho formas biológicamente activas, incluyendo cuatro tocoferoles que 

presentan una cadena lateral isoprenoide saturada y cuatro tocotrienoles que presentan 

una cadena lateral isoprenoide insaturado, designados (α, β, γ y δ) según el número y 

la posición de los grupos metilo en el anillo de cromanol (Kalač, 2012). La vitamina E es 

biosintetizada sólo por las plantas y distribuida en la leche bovina principalmente como 

α-tocoferol, mientras que una menor contribución deriva del γ-tocoferol (Havemose et 

al., 2004; Sunarić et al., 2012). 

Dentro de sus funciones biológicas, la vitamina E contribuye a la estructura 

óptima y la permeabilidad de las membranas celulares, lo que mejora la función de las 

células y los tejidos que están más expuestos al estrés oxidativo (eritrocitos y alvéolos 

pulmonares, Grażyna et al., 2017). Su deficiencia puede acelerar el envejecimiento y 

aumentar el riesgo de aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares, cáncer y 

enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrófica; 

Gohil et al., 2007; Niki, 2014). 

A pesar de que la leche y los productos lácteos no son una fuente rica de vitamina 

E, ésta desempeña un papel importante como antioxidante, protegiendo su grasa contra 

la autooxidación. La vitamina E que se encuentra en las membranas de glóbulos grasos 

y presenta mayores concentraciones en la mantequilla (18–35 μg/g de grasa) que en la 

leche (0,30– 0,83 μg/ml; Sunarić et al., 2012; Grażyna et al., 2017).  

2.5.2.2. Carotenoides y Vitamina A  

Los carotenoides son importantes en la salud y nutrición humana debido a su 

función como provitamina A, a sus propiedades antioxidantes y a la biodisponibilidad en 

la dieta diaria.  

Son propiedades antioxidantes en particular de la vitamina A y el β-caroteno la 

prevención de la oxidación de la fracción de colesterol LDL y la inhibición de la 

peroxidación lipídica en tejidos con baja presión parcial de oxígeno. En tales 

condiciones, los carotenoides, en particular el β-caroteno, son inhibidores físicos y 
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químicos excepcionalmente eficientes del oxígeno singlete (1O2) y otros radícales libres 

de oxígeno (ROS), de manera más efectiva que las vitaminas A, E y C. A una presión 

parcial alta de oxígeno, por ejemplo, en el epitelio respiratorio, el β-caroteno y la vitamina 

A pueden ejercer efectos prooxidativos, y su autooxidación inicializa la peroxidación de 

lípidos estructurales (Müller et al., 2011; Fiedor y Burda, 2014; Grażyna et al., 2017). 

Se han recopilado una gran cantidad de datos, a través de una gran serie de 

estudios epidemiológicos, de intervención y clínicos, principalmente de experimentos 

con β-caroteno, licopeno, luteína y zeaxantina, que respaldan la observación de que la 

ingesta adecuada de alimentos ricos en carotenoides o suplementos de carotenoides 

pueden reducir significativamente el riesgo de algunas enfermedades crónicas. Por lo 

tanto, los efectos beneficiosos de la administración de carotenoides se han confirmado 

en el caso de trastornos cardiovasculares y fotosensibles, así como en enfermedades 

relacionadas con los ojos (Fiedor y Burda, 2014).  

Como antioxidantes de bajo peso molecular, el β-caroteno y la vitamina A son 

componentes dietéticos importantes que previenen la aterosclerosis, el cáncer y otras 

enfermedades degenerativas. Sus efectos anticancerígenos se pueden atribuir a la 

presencia de muchos dobles enlaces conjugados en sus moléculas (en especial en los 

carotenoides), que absorben el oxígeno singlete. Debido a su capacidad para absorber 

oxígeno singlete, los carotenoides protegen eficazmente el ADN contra la oxidación. La 

vitamina A, en particular el ácido retinoico, un metabolito del β-caroteno capaz de 

modular los niveles de múltiples proteínas celulares protege al cuerpo contra las 

primeras etapas del cáncer, mientras que el β-caroteno en dosis adecuadas previene la 

progresión neoplásica (Palozza et al., 2002; Sharoni et al., 2012; Tanaka et al., 2012; 

Grażyna et al., 2017). 

A pesar de su bajo porcentaje en la leche, los carotenoides (β-caroteno y luteína) 

están involucrados en las propiedades sensoriales de los productos lácteos a través de 

sus propiedades colorantes y antioxidantes (Agabriel et al., 2007). Las concentraciones 

de vitamina A y β-caroteno varían bajo el efecto de varios factores relacionados con los 

animales (raza, parto, etapa fisiológica, nivel de ingesta) y más aún bajo el efecto de su 

alimentación (cantidad de caroteno en la dieta; Nozière et al., 2006; Calderón et al., 

2007). Los niveles más altos de vitamina A (0,150-1,5 mg/100 g) se encuentran en 

quesos maduros y mantequilla, mientras que la leche, el requesón y el yogur contienen 

cantidades significativamente menores de vitamina A (0,015-0,150 mg/100 g; Grażyna 

et al., 2017). 
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2.5.3. MicroARN 

Los microARN son ARN pequeños endógenos no codificantes con 18–25 

nucleótidos, implicados en la regulación de la expresión génica postranscripcional 

mediante emparejamiento de bases con ARN mensajero (ARNm) para inducir su 

degradación o para inhibir su traducción (Bartel, 2004; Bartel, 2009). Se les atribuyen 

muchas funciones biológicas, ya que están involucrados en muchos procesos celulares 

como la proliferación y diferenciación celular, la muerte celular (apoptosis), el desarrollo 

del sistema inmunológico y las respuestas inmunitarias (Ambros, 2004; Williams, 2008; 

Ameres y Zamore, 2013). Se ha demostrado que regulan la expresión de hasta el 60 % 

de los genes codificadores dentro de las células (Friedman et al., 2009). La expresión 

desregulada de los microARN debido a una biogénesis aberrante, ha sido asociada con 

el desarrollo de diferentes enfermedades como lo son varios tipos de cánceres humanos 

(Stahlhut Espinosa y Slack, 2006; Esquela-Kerscher y Slack, 2006), la aparición y 

desarrollo de la diabetes (Feng et al., 2016) y trastornos neurodegenerativos como la 

enfermedad de Alzheimer (Reddy et al., 2017), sin embargo, visto desde otra 

perspectiva, esto indica que los microARN pueden funcionar como supresores de 

tumores y oncogenes y  ser utilizados para el diagnóstico y detección de dichas 

enfermedades.  

Se han encontrado microARN en fluidos extracelulares incluyendo la sangre 

(plasma y suero; Chen et al., 2008), saliva (Michael et al., 2010; Lässer et al., 2011), 

orina (Hanke et al., 2010; Weber et al., 2010), líquido cefalorraquídeo (Dorval et al., 

2013), lágrimas (Weber et al., 2010) y leche (Hata et al., 2010; Kosaka et al., 2010; Zhou 

et al., 2012; van Herwijnen et al., 2018). Diferentes estudios han indicado la expresión 

de microARN en la leche humana (Kosaka et al., 2010), bovina (Hata et al., 2010; Chen 

et al., 2010), porcina (Gu et al., 2012), de cabra (Na et al., 2015) y de dromedarias 

(Yassin et al., 2016), al igual que una relación directa de un número significativo de 

microARN derivados de la leche con la regulación del sistema inmune.  

El miRNoma de la glándula mamaria (atlas exhaustivo de microARN) ha sido 

caracterizado en bovinos en lactanción (Le Guillou et al., 2014; Mobuchon et al., 2017), 

y también su regulación tanto por factores intrínsecos como extrínsecos, como la 

nutrición (García-Segura et al., 2013; Li et al., 2015; Mobuchon et al., 2017) y genética 

(Billa et al., 2019). De hecho, la leche contiene la mayor concentración de microARN de 

todos los fluidos corporales (Weber et al., 2010). Se detectaron microARN en diferentes 

fracciones de la leche, incluidos los exosomas y los glóbulos de grasa de la leche 

derivados de células epiteliales de la glándula mamaria (Li et al., 2016; Lago-Novais et 
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al., 2016; Pawlowski et al., 2018). Su encapsulamiento en exosomas les confiere 

protección contra la degradación y facilitan la captación por endocitosis en las células 

intestinales, alcanzando la circulación sistémica del consumidor de la leche (Izumi et al., 

2012; Zempleni, 2017; Melnick y Schmitz, 2017). La biodisponibilidad y distribución de 

exosomas transmitidos por los alimentos (leche bovina) a diferentes órganos sugiere 

que podrían actuar sobre diferentes funciones en los consumidores (Manca et al., 2018).  

Diferentes estudios muestran que los principales microARN que se encuentran 

en la leche de diferentes especies a menudo se superponen con los microARN de la 

leche humana, lo que sugiere un proceso evolutivo conservado que conduce a la 

liberación de microARN específicos de la leche (Zempleni et al., 2015; Zempleni et al., 

2017; van Herwijnen et al., 2018; Benmoussa y Provost, 2019). El microARN más 

abundante que se encuentra en los exosomas y los glóbulos grasos de la leche, el miR-

148a (con secuencias idénticas en humanos y bovinos), participando críticamente en la 

regulación epigenética, desempeñando a su vez un papel clave en varios procesos 

fisiológicos y patofisiológicos, incluyendo la diferenciación de células Th1 y B, 

enfermedades autoinmunes y tumorigenesis (Friedrich et al., 2017; Melnik y Schmitz, 

2017).  

Se ha observado que los microARN pueden desempeñar un papel importante en 

la fisiología y función de las glándulas mamarias, como es el caso del miR-101a, miR-

126-3p y miR-206 (Tanaka et al., 2009; Cui et al., 2011; Lee et al., 2013) y en la síntesis 

y secreción de los componentes de la leche, como el miR-15a implicado en la función 

de lactancia, cuya sobreexpresión en células epiteliales mamarias bovinas inhibe la 

expresión de la β-caseína (CSN2) (Li et al., 2012). Sin embargo, datos recientes 

sugieren que los componentes bioactivos de los alimentos tanto micro como 

macronutrientes (aminoácidos, carbohidratos, ácidos grasos, vitaminas y fitoquímicos) 

afectan el perfil de expresión o la función de los microARN (García-Segura et al., 2013). 

Debido a su uso potencial como herramientas funcionales, de diagnóstico y 

pronóstico en la evaluación y el manejo de enfermedades, los microARN de la leche han 

cobrado particular interés (Melnik y Schmitz, 2017, Markkandan et al., 2018; Tomé-

Carneiro et al., 2018). La expresión de microARN en la leche bovina ha sido relacionada 

con diferentes enfermedades o con su desarrollo, como en el caso de las infecciones de 

las glándulas mamarias; especialmente mastitis (Lai et al., 2017a, Lai et al., 2017b; Cai 

et al., 2018), infección por estafilococos (Sun et al., 2015) y tuberculosis (Iannaccone et 

al., 2018). En humanos, estudios demuestran la existencia de un vínculo entre los 

microARN de la leche y enfermedades como el cáncer (Do Canto et al., 2016; Hesari et 
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al., 2018) y el desarrollo del sistema inmunitario en el recién nacido durante la lactancia 

(Carney et al., 2017; Perri et al., 2018). Por lo tanto, los microARN han sido explorados 

en la leche por su potencial como biomarcadores (García-Segura et al., 2013; Gustafson 

et al., 2016; Benmoussa y Provost, 2019) y como controles de calidad de la leche 

comercial (Oh et al., 2017). 
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3. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL 

El objetivo general de la tesis doctoral es identificar biomarcadores específicos 

en la leche de vaca que posibiliten la autentificación de su origen en función del sistema 

de producción para su posible tipificación en base a una alimentación rica en pastos y 

forrajes. 

Los objetivos específicos a seguir para alcanzar el objetivo general son: 

1. Examinar la efectividad del método de suministro del forraje: pastoreo, 

corte y acarreo (zero-grazing) o ensilado, sobre el rendimiento de la 

leche y los perfiles de ácidos grasos, antioxidantes y microARN de la 

leche con el fin de ser utilizados como biomarcadores del sistema de 

alimentación. 

2. Evaluar la influencia de la inclusión en la dieta, con y sin pastoreo, de 

leguminosas con creciente implantación en la cornisa cantábrica sobre 

la producción y composición de la leche, especialmente en el perfil de 

ácidos grasos, antioxidantes y microARN. 

Para alcanzar estos objetivos, se ha llevado a cabo este trabajo en el Servicio 

Regional de Investigación y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) de Villaviciosa 

(Asturias), en condiciones experimentales controladas, haciendo uso, de todos los 

medios disponibles para su realización; lo que incluye el del rebaño de vacas en 

lactación, el cual será sometido a diferentes condiciones de manejo (pastoreo o 

estabulación, que implican ejercicio físico o no) y alimentación (forraje fresco y tipo de 

ensilado) de forma consecutiva y sobre el que se monitorizarán los niveles de expresión 

de los biomarcadores en estudio. 

En el primer experimento, que está enfocado al cumplimiento del objetivo 

específico 1, para caracterizar los biomarcadores en leche cruda de animales 

mantenidos en diferentes sistemas de producción, se realizó un ensayo in vivo con 

vacas en lactación, contrastando tres modos de aporte de la hierba: 1) pastoreo 

permanente, 2) estabulación permanente y corte y acarreo de hierba diario ad libitum, 

3) estabulación permanente y ensilado de hierba ad libitum, obtenido con forraje 

procedente de los cortes de 2016 y 2017 de las praderas establecidas con pastos 

permanentes para hierba fresca  y pastoreo.  

Para la consecución del objetivo específico 2, en el segundo experimento, para 

determinar el efecto del tipo de ensilado sobre la capacidad discriminante de los 
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marcadores en leche cruda de animales mantenidos en diferentes sistemas de 

producción, se realizó un ensayo in vivo con vacas en lactación, con tratamientos 

experimentales que consistían en la oferta de diferentes raciones completas mezcladas 

de ensilado (raigrás, habas y guisantes) ad libitum, en estabulación o pastoreo continuo 

con oferta de dos horas tras cada ordeño de las raciones de los ensilados obtenidos con 

los forrajes de los cultivos de invierno de la rotación 2017 y 2018. 

En esta Memoria de Tesis se presentan los resultados relativos a la influencia de 

las diferentes condiciones de manejo y alimentación sobre el rendimiento, composición 

y calidad de la leche, especialmente sobre la expresión de los perfiles de ácidos grasos, 

antioxidantes y microARN, como potenciales biomarcadores del origen y sistema de 

alimentación del vacuno lechero. 
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4. EFECTO DEL MODO DE APORTE DE LA HIERBA EN 

PASTOREO, FRESCA EN CORTE Y ACARREO O ENSILADA, 

SOBRE LA CAPACIDAD DISCRIMINANTE DE LOS 

MARCADORES DEL SISTEMA DE ALIMENTACIÓN. 

4.1. INTRODUCCIÓN 

La optimización de la producción de leche incluye un uso racional de los forrajes, 

el respeto por el medio ambiente y ofrecer una mejor calidad a los consumidores. La 

producción de leche basada en pastos y forrajes se extiende ampliamente por todo el 

Arco Atlántico, con el fin de maximizar el rendimiento de leche por hectárea. Hoy en día, 

no solo el valor nutricional, sino también otros componentes de la leche (ácidos grasos 

y vitaminas) han despertado interés debido a su relevancia por mejorar la salud de los 

consumidores a largo plazo y en la plusvalía de la leche y sus productos derivados. La 

preocupación de los consumidores por los alimentos de origen animal y sus métodos de 

producción implican que el concepto de “calidad” de los alimentos ahora incluye, 

además del valor nutricional, el sabor, el aroma y el color, otros indicadores relacionados 

con aspectos éticos como el bienestar animal y el impacto ambiental del sistema de 

producción (Luykx y Van Ruth, 2008). Los consumidores asumen que una alimentación 

del ganado lechero basada en pastos es más natural y está más en línea con los 

requisitos de bienestar animal que los sistemas más intensivos. Conocer el sistema de 

producción puede determinar la elección del consumidor en el momento de la compra 

(Valenti et al., 2013). Por lo tanto, Monahan et al. (2010) indican la necesidad de 

investigar biomarcadores que permitan asociar la composición de la leche con los 

alimentos para el ganado y, por lo tanto, permitan la trazabilidad "de la granja a la mesa" 

de acuerdo con su sistema de producción y origen geográfico. Factores relacionados 

con la nutrición, la alimentación y el manejo de los rebaños lecheros pueden producir 

cambios que se pueden observar a corto plazo. La presencia de antioxidantes 

liposolubles y ácidos grasos se ha propuesto como biomarcadores para la autenticación 

de la leche producida a base de pastos, ya que dependen de factores externos que 

diferencian el sistema de producción, la dieta, el ejercicio y el bienestar animal (Moloney 

et al., 2014). 

Muchos estudios muestran que la leche producida a partir de sistemas de 

pastoreo tiene características diferentes en sus componentes, que la leche producida a 

partir de sistemas de estabulación permanente (Coppa et al., 2013; Kusche et al., 2015; 

Elgersma, 2015). Los forrajes frescos son una importante fuente natural de 

antioxidantes, vitaminas y ácidos grasos en las dietas de rumiantes, y sus 
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concentraciones en el forraje tienen una relación importante con la composición y la 

calidad de la leche y los productos lácteos (Elgersma et al., 2013).  

La calidad nutricional de la grasa láctea se basa en gran medida en su perfil de 

ácidos grasos, que desempeña un papel clave en muchas funciones vitales y tiene un 

impacto directo en la salud de los consumidores (Belury, 2002). En general, el contenido 

de ácidos grasos de la leche cambia en cantidad y calidad dependiendo de factores 

relacionados principalmente con la dieta y, en menor medida, con el animal y el medio 

ambiente (Hernández-Ortega et al., 2014; Schwendel et al., 2015; Morales-Almaráz et 

al., 2018), por lo que el contenido de grasa y el perfil de ácidos grasos pueden ser un 

indicador de la dieta de los animales (Morales-Almaráz et al., 2011) y el sistema de 

manejo (Vicente et al., 2017). 

El impacto positivo de los antioxidantes liposolubles (carotenoides y tocoferoles) 

en la salud humana ha sido ampliamente revisado (Bendich, 1993; Schneider, 2005; 

Willcox et al., 2004). Los antioxidantes de la grasa de la leche tienen un papel importante 

en el mantenimiento del equilibrio prooxidante/antioxidante en el cuerpo humano 

(Tijerina-Sáenz et al., 2009). Se han encontrado niveles más altos de antioxidantes (α-

tocoferol, β-caroteno y retinol) en la leche de vacas que consumen pasto fresco en 

comparación con dietas ricas en concentrado o ensilado (Havemose et al., 2004; 

Agabriel et al., 2007).  

En general, el interés por el impacto de los microARN de la leche en la salud y 

las enfermedades aumenta constantemente a lo largo de los años. La evidencia 

recopilada sobre la leche bovina sugiere su uso potencial como biomarcador para el 

diagnóstico temprano de infecciones y posiblemente para monitorear el estado de salud 

de las vacas (Benmoussa y Provost, 2019). Además, los perfiles de microARN permiten 

determinar alteraciones en la dieta de las madres (García-Segura et al., 2013; Li et al., 

2015; Mobuchon et al., 2017) o, en la transferencia de microARN al recién nacido 

(Melnik y Schmitz, 2017; Zempleni et al., 2017), puede alterar la bioactividad potencial 

de los microARN de la leche. Importantes cambios en la expresión de los perfiles de 

microARN han generado información sobre la leche materna humana, demostrando la 

actividad moduladora de la inmunidad de la gran mayoría de los microARN (Hata et al., 

2010; Kosaka et al., 2010; Izumi et al., 2012; Zhou et al., 2012; Munch et al., 2013; Chen 

et al., 2014; Melnik et al., 2014; Na et al., 2015; Benmoussa et al., 2016; Cui et al., 2017; 

Zempleni et al., 2019), con algunos de estos sobreexpresados durante el desarrollo del 

cáncer (Golan-Gerstl et al., 2017; Do Canto et al., 2016) o en algunas otras 

enfermedades (Mobuchon et al., 2017). 
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Las condiciones del clima oceánico en el Arco Atlántico favorecen la producción 

de pastos y forrajes. El forraje, fresco o conservado, es una parte esencial de las dietas 

de las vacas lecheras. Los sistemas de alimentación basados en la utilización de 

recursos forrajeros propios, podrían ser una alternativa para solventar el actual problema 

de rentabilidad de la producción de leche. Los modelos basados en el pastoreo permiten 

ahorrar costes de alimentación en las granjas (Soder y Rotz, 2001; Peyraud y Delegard, 

2013). Hanson et al. (2013) constataron que las granjas lecheras en la región del 

Atlántico medio de EEUU basadas en el pastoreo extensivo eran más rentables que las 

granjas lecheras en estabulación. Sin embargo, no todos los animales tienen la 

posibilidad de pastar, ya sea por falta de superficie disponible o por dificultades de 

manejo, por lo que muchos granjeros tienen que adoptar un sistema de corte y 

transporte de la hierba al pesebre (Martínez-García et al., 2013). El coste de 

alimentación con este manejo se incrementa en un 25% respecto al pastoreo (Pincay-

Figueroa et al., 2016) debido al coste de cortar, transportar y distribuir la hierba desde 

las praderas a las cuadras, así como al incremento de los costes de oportunidad de la 

mano de obra (Velarde-Guillén et al., 2019). 

El objetivo del presente estudio fue examinar la efectividad del método de 

suministro del forraje: pastoreo, corte y acarreo (zero-grazing) o ensilado, sobre el 

rendimiento de la leche y los perfiles de ácidos grasos, antioxidantes y microARN de la 

leche con el fin de ser utilizados como biomarcadores del sistema de alimentación. 
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4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1. Lugar Experimental 

El experimento se realizó en la Unidad de Leche del Área de Nutrición, Pastos y 

Forrajes del Servicio Regional de Investigación y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) 

en Villaviciosa (Asturias, España), geográficamente localizada a una Latitud 43º 28’ 20”, 

Longitud 5º 26’ 10” y una altitud de 10 msnm. Con una extensión total de 23 ha, la finca 

experimental del SERIDA posee 13 ha destinadas a pastos permanentes y 9 ha que son 

utilizadas en la rotación de cultivos forrajeros.  

4.2.2. Diseño Experimental 

Para caracterizar los biomarcadores en leche cruda de animales mantenidos en 

diferentes sistemas de producción, se realizó un ensayo in vivo con vacas en el segundo 

tercio de lactación, entre el 26 de abril y el 26 de junio de 2017.  Se estudiaron tres 

tratamientos en los que se contrastaron tres modos de aporte de la hierba: 1) pastoreo 

permanente, 2) estabulación permanente y corte y acarreo de la hierba ofertada ad 

libitum, 3) estabulación permanente y ensilado de hierba ad libitum, obtenido con forraje 

procedente de los cortes de 2016 y 2017 de las praderas establecidas con pastos 

permanentes para hierba fresca y pastoreo. 

El ensayo se llevó a cabo siguiendo un diseño cross-over, con tres periodos de 

19 días cada uno, que se distribuyeron en 13 días de adaptación y seis días de toma de 

muestras y mediciones. 

Se seleccionaron 18 vacas Holstein con un peso vivo medio inicial de 624 ± 69 

kg, 2,5 ± 1,5 lactaciones, 108 ± 53 días de lactación y una producción media diaria de 

30,3 ± 7,1 kg de leche. Las vacas se distribuyeron homogéneamente en tres grupos de 

seis vacas cada uno, según el número de lactaciones, los días de lactación, el peso vivo 

inicial y la producción de leche. Se ordeñaron dos veces al día (07:00 h y 19:00 h) por 

medio de un sistema automático de ordeño con un distribuidor integrado de pienso 

suplementario.  

Todos los tratamientos fueron complementados con un pienso suplementario 

distribuido en el ordeño a fin de cubrir las necesidades nutricionales de las vacas. La 

oferta del mismo, estaba ajustada a un máximo de 6 kg de pienso por vaca al día. Se 

procedió a pesar los animales del ensayo el primer y último día de la semana de 

muestreo y a evaluar su condición corporal. 
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El pastoreo se realizó con un manejo rotacional en praderas polifitas 

naturalizadas de 1 ha aproximadamente de extensión. Durante el ensayo, estas fueron 

asignadas al grupo de animales correspondiente al tratamiento de pastoreo y rotadas 

en la fase experimental durante el periodo de adaptación, teniendo en cuenta, la 

disponibilidad de forraje de las mismas. En la fase de toma de muestras se utilizaron 

dos parcelas específicas con composición botánica y disponibilidad de hierba similar. 

En cuanto, a la hierba de corte se hizo uso de una misma pradera durante los tres 

periodos del ensayo, en donde se segó diariamente la materia fresca ofrecida al grupo 

de dicho tratamiento. El ensilado de hierba utilizado provenía de los cortes de ensilado 

realizados en el año agronómico 2016-2017 en las mismas parcelas utilizadas para 

pastoreo y corte y acarreo. 

4.2.3. Producción de Leche y Control de Ingestión 

La producción diaria de leche de cada ordeño (mañana y tarde) fue registrada 

individualmente en cada vaca mediante el robot de ordeño y gestionada a través del 

software DelPro™ 5.3 VMS de DeLaval para gestión del rebaño. 

4.2.3.1. Ingestión de Forraje en Pesebre 

Los controles de ingestión del forraje en la cuadra fueron realizados diariamente 

durante el periodo de muestreo de manera individual, haciendo uso de un sistema de 

monitorización de la ingestión voluntaria, a través de 12 balanzas (Mettler Toledo IND 

425-CC300, Greifensse, Suiza) con una capacidad máxima de 300 kg y una exactitud 

de ± 100 g, instaladas en la zona de alimentación de la estabulación, basándose en un 

diseño propuesto por Bach et al. (2004).  Se colocó un cajón de fibra de vidrio de 150 L 

de capacidad sobre el plato de cada balanza, en el cual se servía la oferta diaria de la 

hierba fresca o ensilada ofrecida. Cada comedero tenía situado sobre la parte superior 

derecha un lector de presencia (CP-15 de Circontrol, Barcelona, España) con un radio 

de lectura máximo de 15 cm, utilizado para detectar el paso de un transponder (TAG 

CT-50 de Vicic, Circontrol) colocado en la oreja derecha de cada uno de los animales 

del ensayo, permitiendo determinar así la entrada y salida de las vacas en cada 

comedero y el tiempo utilizado para comer de cada animal. Al mismo tiempo, cada 

balanza registraba simultáneamente las variaciones de peso durante el tiempo de 

permanencia de cada vaca en el puesto de alimentación.  
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4.2.3.2. Ingestión de Hierba en Pastoreo 

El consumo de forraje fresco de los animales en pastoreo fue estimado haciendo 

uso del método de rendimiento animal establecido por Macoon et al. (2003), mediante 

la siguiente ecuación: 

MSIhierba = (ENL – ENpienso) / ENhierba                     [Ecuación 1] 

Donde, 

MSIhierba: Materia seca ingerida de pasto (kg MS/día). 

ENL: Requerimientos de energía neta total para lactación (Mcal/día). 

ENpienso: Aporte de energía diario del pienso (Mcal/día). 

ENhierba: Contenido energético de la hierba consumida en pastoreo (Mcal/día). 

Los requerimientos de energía neta total del ganado lechero se estimaron aplicando las 

ecuaciones de predicción del NRC (2001), incluyendo las necesidades de energía neta 

en Mcal/día para: 

Energía Neta de Mantenimiento (ENm): 

Se calculó basándose en el peso vivo (PV) del animal y el número de partos:  

ENm = k (0,08 x PV0,75) [Ecuación 2] 

Donde k representa la constante con valor: 1,2 para vacas de primer parto; 1,1 para 

vacas de segundo parto y 1 para vacas con 3 o más partos y PV0,75 representa el peso 

metabólico del animal. 

Energía Neta de Gestación (ENg): 

 

 

[Ecuación 3] 

Donde, D son los días de gestación y PTN el peso del ternero al nacimiento en kg. 

Energía Neta de Producción de Leche (ENl): 

ENl = kg leche día x [0,3512 + (0,0962 x % grasa en leche)]  [Ecuación 4] 
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Energía Neta de Cambio de Peso Corporal (ENpv):  

Por cada kilogramo de PV ganado durante el periodo experimental, se adiciona a los 

requerimientos totales 5,12 Mcal. Por el contrario, en caso de pérdida de peso se 

sustraen de las necesidades 4,92 Mcal por cada kg PV perdido. 

Energía Neta por la Actividad de Pastoreo (ENp): 

Este cálculo se realizó haciendo uso de la ecuación propuesta por Rochinotti (1998) en 

Kcal/día: 

ENp = 1,2 kcal * horas de pastoreo x PV0,75 [Ecuación 5] 

Energía Neta por Actividad de Desplazamiento (ENd): 

Calculado usando la estimación sugerida en el modelo del AFRC (1993): 

 [Ecuación 6] 

Se tomó en consideración un recorrido medio diario de 1 km para los animales en 

pastoreo. 

Energía Neta Total de Lactación 

El requerimiento de energía neta total (ENL) representa el sumatorio de todas las 

necesidades de energía de las estimaciones anteriores en Mcal/día.  

ENL = ENm + ENg + ENl + ENpv + ENp + ENd [Ecuación 7] 

La Energía Neta para Lactación a través del consumo de forraje puede ser estimada por 

la diferencia de los requerimientos de ENL menos la energía consumida con el pienso 

suplementario.  

La estimación de la ENL de los alimentos se realizó según se describe a continuación: 

a) Forraje Fresco 

Se determinó la Digestibilidad in vivo de la Materia Orgánica (DMO, %), predicha por el 

método de fibra neutro detergente-celulasa propuesto por Riveros y Argamentería 

(1987); estimada a partir de la Digestibilidad de la Materia Orgánica (DEMO, %), el 

contenido de Fibra Neutro Detergente y de Proteína Bruta (FND y PB, % sobre MS). 

(metros) distanciaPV kg

cal 0,62
dEN
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DMO = 5,76 + (0,57 x DEMO) + (0,36 x FND) + (0,5 x PB) [Ecuación 8] 

La Energía Metabolizable (EM) se estimó según el modelo de MAFF (1984), donde el 

coeficiente de Digestibilidad de la Materia Orgánica (DMO) se expresa como porcentaje 

de Materia Orgánica Digestible (MOD). 

EM = k x MOD [Ecuación 9] 

Donde k es una constante que para forrajes frescos tiene un valor de 0,16 y la MOD se 

calcula con la siguiente ecuación: 

 

[Ecuación 10] 

Finalmente, la Energía Neta (EN) aportada por el forraje fresco se estimó haciendo uso 

de la ecuación de predicción del NRC (1989):  

EN = (0,1569 x EM) – 0,07 [Ecuación 11] 

b) Pienso Suplementario 

La estimación de la Energía Neta se realizó aplicando la misma ecuación utilizada para 

forraje fresco (Ecuación 10).  

La EM para el pienso se determinó, a través, del promedio de la EM calculada por las 

ecuaciones propuestas según el MAFF (1984) y según el ADAS (1985). 

EM = (EMMAFF + EMADAS)/2 [Ecuación 12] 

Donde la EMMAFF fue estimada a partir de la Proteína (PB), el Extracto Etéreo (EE), la 

Fibra Bruta (FB) y los Materiales Extractivos Libres de Nitrógeno (MELN), todos 

expresados en porcentaje sobre MS: 

EMMAFF = 10 *(0,012 x PB + 0,031 x EE + 0,005 x FB + 0,014 x 

MELN) 
[Ecuación 13] 

Para lo cual se calculó la MELN a partir de la siguiente fórmula: 

MELN = 100 – (PB + EE + FB + CEN) [Ecuación 14] 

Donde: CEN = Cenizas (en % sobre MS) 
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Para calcular la EMADAS se utilizaron de igual manera la PB, EE, FB y las CEN, 

expresadas en porcentaje sobre materia seca: 

EMADAS = 11,78 + (0,0654 x PB) + (0,0665 x EE2) –                     

(0,0414 x EE x FB) – (0,018 x CEN) 

[Ecuación 15] 

4.2.3.3. Ingestión del Pienso Suplementario 

El pienso suplementario se ofertaba en la estación automática de alimentación 

instalada en el robot de ordeño (VMS v.2006, Delaval, Suecia). Cada vaca portaba un 

collar con trasponder por lo que las ingestiones individuales quedaban registradas en el 

sistema automático de alimentación. 

4.2.4. Toma de Muestras  

4.2.4.1. Praderas 

Al inicio del periodo de muestreo se realizó un muestreo de las praderas 

utilizadas por las vacas en pastoreo, para el control de producción el día previo a la 

entrada de los animales en la misma y el día de su salida para determinar los rechazos, 

siguiendo la metodología descrita por Martínez-Fernández et al. (2018), para forrajes 

verdes, bajo pastoreo rotacional. Esta técnica consiste en lanzar 5 veces al azar de 

manera longitudinal una vara metálica de 2 m de largo y procediendo a segar a ras en 

cada lanzamiento con tijeras mecánicas cortacéspedes de 10 cm de ancho el largo de 

la misma, acumulando en una bolsa la hierba recogida en el m2 segado. Las muestras 

de forraje de cada parcela se pesaron para estimar la disponibilidad de materia fresca 

por hectárea. La muestra se dividió en dos submuestras. La primera se secó para 

determinar su materia seca, para estimar su rendimiento (kg MS/ha) y posteriormente 

fue molida a través de un molino Fritsch Pulverisette 25 (Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, 

Alemania) a un tamaño de partículas de 0,75 mm para determinar su valor nutritivo. La 

segunda submuestra fue congelada a -20°C para su posterior análisis de ácidos grasos 

y antioxidantes. 

Se cuantificó la frecuencia de aparición de especies vegetales, así como la 

proporción de biomasa que aportaban. Se calculó el Indice de Shannon (H’) para medir 

la biodiversidad de especies mediante la ecuación: 

 

 [Ecuación 16] pi pi 
h 
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Donde h es el número de especies identificadas, pi es el número de individuos de una 

especie respecto al número de todos los individuos de todas las especies. 

Un valor H’ < 2 indica un índice bajo de biodiversidad y H’ > 3 una alta biodiversidad. 

La distribución de la abundancia de especies o equitabilidad (E) fue calculada según: 

   

[Ecuación 17]

 

Siendo D el índice de diversidad calculado como: 

                                     [Ecuación 18]

 

Donde pi es el número de individuos de una especie respecto al número total de 

individuos de todas las especies, Dmin el índice de diversidad menor calculado y Dmax el 

índice de diversidad mayor encontrado. 

4.2.4.2. Ensilado de Hierba, Hierba Fresca en corte y acarreo y Pienso 
Suplementario  

Se tomó diariamente durante el periodo de muestreo una muestra de ensilado 

de hierba y de hierba fresca cortada antes de ser repartido en los comederos. El tamaño 

de la muestra fue de 2 kg aproximadamente para garantizar su representatividad y se 

congeló cada día hasta el final del periodo experimental, tras el que se descongelaron 

para ser posteriormente mezcladas en una única muestra final por tratamiento. Dicha 

muestra final, se dividió en dos submuestras: la primera de ellas para obtener un análisis 

del valor nutritivo y la segunda para determinar el perfil de ácidos grasos y antioxidantes 

que fueron envasadas al vacío (Tecnotrip EV-15-1CD, Terrasa, España) y se congelaron 

a -20 °C hasta el análisis posterior. 

Las muestras de ensilados y corte y acarreo fueron secadas a 60 ºC durante  

24 horas para poder así determinar su contenido de materia seca (de la Roza-Delgado 

et al., 2002) y se molieron posteriormente para su análisis, en un molino Fritsch 

Pulverisette 25 con un tamiz de 0,75 mm de diámetro. 
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El pienso suplementario fue muestreado una vez al inicio de cada periodo, 

tomando una muestra de 1 kg que fue molida por un molino Fritsch Pulverisette  

14 a 1 mm de diámetro para su posterior análisis. 

4.2.4.3. Leche 

Durante la semana de muestreo se tomaron diariamente muestras individuales 

de 40 ml de leche en botes de propileno, en cada uno de los ordeños de mañana y tarde. 

Las muestras fueron obtenidas por un muestreador automático acoplado al robot de 

ordeño, el cual hace una mezcla homogénea y proporcional de la producción de cada 

vaca durante el ordeño. Las muestras destinadas al análisis de antioxidantes se tomaron 

los días uno y dos del periodo de muestreo, las destinadas a determinar los microARN 

los días dos y tres, las tomadas para el análisis de la composición química los días tres 

y cuatro y las destinadas al análisis de ácidos grasos los días cuatro y cinco. A las 

muestras tomadas para la determinación de su composición química y para analizar el 

perfil de ácidos grasos se les adicionó para su conservación 0,13 ml de azidiol; 

bacteriostático elaborado con 0,075 % (p/v) de cloramfenicol, 1,8 % (p/v) de azida 

sódica, 4,5 % (p/v) ácido trisódico y 0,035 % (p/v) de azul bromofenol. No se adicionó 

conservante al resto de las muestras de leche. 

Las muestras tomadas para análisis de ácidos grasos, antioxidantes y microARN 

tomadas en cada ordeño (mañana y tarde) se mezclaron proporcionalmente en función 

de la leche producida en los respectivos ordeños. Posteriormente se tomaron alícuotas, 

proporcionales a la producción de cada vaca para conformar una única muestra por 

tratamiento y periodo. Las muestras destinadas al análisis de ácidos grasos y 

antioxidantes fueron congeladas a -20 ºC hasta su análisis. Las muestras destinadas al 

análisis de microARN fueron centrifugadas inmediatamente para la separación de fases 

(grasa y células) y se les añadió QIAzol para su posterior conservación a -80 ºC. Las 

muestras destinadas a la determinación de la composición química fueron analizadas 

inmediatamente. 

4.2.5. Determinaciones Analíticas 

4.2.5.1. Alimentos 

Los alimentos (forrajes verdes, ensilado y pienso) fueron analizados en el 

Laboratorio de Nutrición Animal del SERIDA (Laboratorio Oficial del Principado de 

Asturias para Análisis de Alimentos Destinados al Ganado), acreditado por la Entidad 

Nacional de Acreditación (ENAC) conforme a los criterios establecidos en la norma 

UNE-EN-ISO/EC 17025 (nº de expediente LE/930). 
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El contenido de Materia Seca (MS), Cenizas (CEN), Proteína Bruta (PB), Fibra 

Neutro Detergente (FND), Fibra Ácido Detergente (FAD) y Digestibilidad Enzimática de 

la Materia Orgánica (DEMO) de los forrajes verdes y ensilados fue determinado por 

espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS), empleando un equipo NIRSystem 5000 

(FOSS NIRSystem. Silver Spring, MD, EEUU). En el pienso se realizaron las mismas 

determinaciones, exceptuando la DEMO y determinando además la Fibra Bruta (FB), 

Extracto Etéreo (EE) y almidón, con el mismo equipo NIRS, empleando las ecuaciones 

de predicción desarrolladas en el Laboratorio de Nutrición Animal del SERIDA, para 

ambos tipos de muestra. 

La determinación de la composición de ácidos grasos de los alimentos (pasto 

fresco, ensilado y pienso) se llevó a cabo en el Laboratorio Interprofesional Galego de 

Análise do Leite (LIGAL, Abegondo, A Coruña). Los ácidos grasos fueron 

simultáneamente extraídos y metilados mediante el procedimiento propuesto por 

Sukhija y Palmquist (1988) con modificaciones. La esterificación de los ácidos grasos 

se realizó añadiendo 1 ml de tolueno y 1 ml de patrón externo C19:0 (1 mg/ml) a  

250 mg de muestra, seguido de la adición de 3 ml de disolución de ácido 

clorhídricometanólico (preparado a partir de acetil cloruro y metanol). Tras la agitación 

en vórtex, las muestras se incubaron durante 2 horas en un baño de agua a 65 ºC. 

Posteriormente la solución se enfrió a temperatura ambiente y se le añadieron 5 ml de 

disolución de carbonato potásico al 6 %, 2 ml de hexano, 1 g de sulfato sódico anhidro 

y 2 g de carbón activado. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 5 min (2500 

rpm, 20 ºC) y la fase orgánica se evaporó en corriente de nitrógeno hasta obtener un 

residuo aceitoso que se disolvió en 0,8 ml de hexano y se congeló hasta su análisis por 

cromatografía de gases.  

Los ésteres metílicos de los ácidos grasos se separaron, identificaron y 

cuantificaron utilizando un equipo TRACE GC Ultra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EEUU) con detector de ionización de llama (FID), utilizando una columna capilar de 

sílice fusionada de 100 m a 0,25 mm i.d. (SP-2560 Capillary GC Column, Sigma Aldrich 

Inc., Saint Louis, MO, EEUU). El helio se utilizó como gas portador con un flujo de 0,6 

ml/min. La temperatura del inyector y del detector fue de 250 ºC y 260 ºC, 

respectivamente. El volumen de inyección fue de 1 µL. La temperatura inicial de la 

columna se fijó a 140 ºC durante 5 min; incrementando posteriormente de 140 a 200 ºC 

a 4 ºC/min durante 5 min; para luego subirla de 200 a 240 ºC a 3 ºC/min durante 5 min 

y, finalmente, manteniéndose así durante 38 min. Cada ácido graso se cuantificó 

mediante calibración interna utilizando como patrones internos los ácidos 9:0, 17:1, 19:0 

y 20:2 metilados. 
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La determinación de la composición de antioxidantes de los alimentos fue 

realizada también en el LIGAL. La extracción/purificación de los carotenoides (xantofilas 

y carotenos) y vitaminas en los alimentos y la leche se realiza siguiendo metodologías 

diferentes, mientras que la identificación y cuantificación, son similares. Las muestras 

una vez tomadas fueron inmediatamente empacadas al vacío y congeladas (-20 ºC) y 

analizadas de acuerdo con la metodología propuesta por Chauveau Duriot et al. (2010), 

basada en los métodos previamente descritos por Cardinault et al. (2008). Las muestras 

fueron picadas con ayuda de nitrógeno líquido en una picadora Robot Coupe R6 

(Vincennes, Francia). El procesamiento de muestras se realizó con luz tenue, utilizando 

vidrio opaco. Se añadió butilhidroxitolueno (0,1 % v/v) como antioxidante, NaHCO3 como 

agente neutralizante, y 10 ppm de echinenona y 3 ppm de tocoferol como estándares 

internos. Los componentes lipofílicos se extrajeron lavando tres veces con acetona. Los 

analitos fueron extraídos con éter de petróleo, la fase orgánica se evaporó bajo corriente 

de nitrógeno y el residuo seco se saponificó con KOH en MeOH (5,5 %, p/v) durante  

15 minutos a temperatura ambiente. Después de la centrifugación a 1000 × g durante  

5 min a temperatura ambiente, la fase orgánica se recogió, se evaporó de nuevo y se 

reconstituyó en la fase móvil. Finalmente, se filtró a través de un filtro de jeringa 

(Acrodisc Syringe Filter GHP, 25 µm, 0,2 m, Waters, MA, EEUU) y se transfirió a un vial 

de cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC). Un HPLC Aliance 2695 (Waters, 

MA, EEUU) equipado con dos detectores serie, UV-Vis y fluorescencia, se utilizó para 

la detección y separación simultánea de xantofilas, carotenos y vitaminas A y E. La 

separación de antioxidantes se llevó a cabo utilizando una columna de fase inversa RP 

C18 Kinetex 2,6 µm 4,6 x 150 mm (Phenomenex, Torrance, CA, EEUU). La muestra y 

la columna se mantuvieron refrigeradas a 10 ºC y 13 ºC, respectivamente. La elución de 

componentes en la columna se realizó utilizando un flujo de 0,6 ml/min y un gradiente 

cuaternario de fase móvil. La cuantificación se llevó a cabo utilizando modelos de 

calibración externos, cuantificando los antioxidantes liposolubles de acuerdo con el 

factor de recuperación de ambos estándares internos. 

4.2.5.2. Leche 

Los componentes mayoritarios de la leche (proteína, grasa, lactosa, extracto 

seco magro y urea) fueron determinados en el Laboratorio Interprofesional Lechero y 

Agroalimentario de Asturias (LILA, Llanera, Asturias) mediante el uso de equipos de 

reflectancia de infrarrojo medio (MilkoScan FT 6000, Foss A/S, Hillerød, Dinamarca). 

El perfil de ácidos grasos presentes en la leche fue analizado en el Laboratorio 

Interprofesional Gallego de Análisis de Leche (LIGAL, Abegondo, A Coruña). La grasa 
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de la leche se extrajo siguiendo los estándares de la norma ISO 14156 / IDF172 (2001) 

y la norma ISO 15884 / IDF182 (2002) para los ésteres metílicos de los ácidos grasos 

(después de una metilación básica usando KOH metanólico). Los ésteres metílicos de 

los ácidos grasos se analizaron por cromatografía de gases (GC) equipada con un 

detector de ionización de llama (FID) y una columna capilar BPX70 (120 m × 0,25 mm 

i.d., 0,25 μm de espesor de película). El programa de temperatura del horno de columna 

para la separación de los ésteres metílicos de los ácidos grasos se adaptó de la 

metodología descrita por Kramer et al. (2002), que permitió la resolución e identificación 

de los isómeros C18:1 trans-6, trans-9, C18:1 trans-10, C18:1 trans-11 y C18:1 trans-12 

y el CLA cis-9, trans-11 entre una serie de 45 ácidos grasos en total. 

La cuantificación de los ésteres metílicos de los ácidos grasos se basó en el área 

de pico y el cálculo utilizando tres patrones internos: nonanoato de metilo (C9:0) y cis-

10-heptadecenoato de metilo (C17:1 cis-10) adquiridos en Sigma-Aldrich (Merk KGaA, 

Darmstadt, Alemania) y metil trans-10, cis-12-octadecadienoato (CLA trans-10, cis-12) 

adquirido en Matreya LLC (StateCollege, PA, EEUU) de acuerdo con el amplio rango de 

concentración dentro del perfil de ácidos grasos. Además, se utilizó como patrón el 

nonadecanoato de metilo (C19:0) adquirido en Fluka (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, 

EEUU). 

El análisis de antioxidantes se realizó en el LIGAL. Las muestras de leche una 

vez descongeladas desde el día anterior, fueron atemperadas en baño de agua a 34 ºC, 

antes de la extracción simultánea de carotenoides y vitaminas (A y E). Los antioxidantes 

fueron determinados haciendo uso de la metodología propuesta por Gentili et al. (2013). 

Los extractos finales de ambas matrices para su posterior análisis cromatográfico fueron 

evaporados para secarlos y ser después reconstituidos en la fase móvil antes de ser 

inyectados en el sistema de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), equipado 

con una matriz de fotodiodos y detectores de fluorescencia de exploración. La 

separación simultánea de carotenoides y vitaminas se realizó en una columna RP dC18 

Kinetex (150 mm x 4,6 mm de diámetro interno x 2,6 μm de espesor de película). La 

fase móvil consistió en un gradiente cuaternario de acetonitrilo (A), metanol con acetato 

de amonio (50 mM) (B), agua (C) y diclorometano (D). Los carotenoides se detectaron 

a 450 nm utilizando la matriz de fotodiodos, mientras que la detección de vitamina E y 

vitamina A se realizó por fluorescencia con excitación-emisión a 295-330 nm y  

330-480 nm, respectivamente. Se preparó una mezcla de soluciones individuales en 

fase móvil y se construyeron curvas de calibración estándar externas para cuantificar 

los carotenoides y las vitaminas de cada matriz. Las concentraciones también fueron 
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ajustadas por los factores de recuperación de los dos patrones, echinenona y 

δ-tocoferol. 

La determinación de la expresión de microARN en la leche se realizó en el 

SERIDA. La muestra destinada al análisis de microARN se procesó separando la grasa 

y las células somáticas, ya que la bibliografía demuestra que los microARN de la leche 

son diferentes dependiendo de la fracción de ésta que se analice (Li et al., 2016). Para 

separar estas fracciones se procedió a centrifugar durante 20 min a 4200 x g a una 

temperatura de 4 ºC, formándose así, tres fracciones, de las cuales la capa superior es 

la grasa, la del medio el suero y la inferior las células somáticas. El suero fue desechado 

por su similitud en perfiles de microARN a la grasa (Li et al., 2016) y ésta fue conservada 

en QIAzol (4ml) a -80 ºC hasta su análisis. La fase de células somáticas fue lavada y 

centrifugada dos veces con PBS (phosphate buffered saline) durante 20 min y 

conservada en QIAzol (1ml) a -80 ºC hasta su análisis.  

El ARN total fue extraído según el protocolo mirVana miRNA Isolation Kit (Life 

Technologies, ThermoFisher Sciencific, Waltham, MA, EEUU). Se extrajo el ARN a partir 

de 2 ml de grasa y 1 ml de células conservadas en QiAzol, siguiendo las instrucciones 

del fabricante. El protocolo consiste básicamente en añadir 200 μl de miRNA 

Homogenate Additive, mezclar la muestra e incubar en hielo durante 10 minutos. A 

continuación, se añaden 2 ml de AcidPhenol:Chloroform (5:1), se mezcla y se centrifuga 

durante 5 minutos a un máximo de velocidad de 10000 x g, a temperatura ambiente, 

para separar la fase acuosa de la orgánica. El sobrenadante se pasa a otro tubo nuevo 

sin perturbar la interfase y se le añade un volumen de 2,5 ml (equivalente a 1,25 del 

volumen inicial de la muestra de grasa) de etanol 100 % a temperatura ambiente, y se 

hace pasar todo el contenido por las columnas por centrifugación. Después de filtrar 

toda la mezcla (muestra/etanol), se lava 2 veces la columna con miRNA wash Solution. 

Finalmente, la columna se transfiere a tubos nuevos, se añade 100 μl de Nuclease Free 

Water precalentada a 95 °C para eluir el ARN de la columna, mediante una 

centrifugación durante 20 a 30 segundos. El ARN recolectado se etiqueta correctamente 

y se conserva a -80 °C. 

Los microARN candidatos como normalizadores y diferenciadores se 

seleccionaron por dos vías diferentes: 

 Por secuenciación en un estudio previo de investigación (Abou el Qassim, 2017): 

bta-mir30a, bta-mir107, bta-mir133, bta-mir181, bta-mir197, bta-mir215, bta-

mir369, bta-mir574, bta-mir2284, bta-mir2285 y bta-mir7863. 
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 Por bibliografía que los vincula con cambios de expresión relacionados a: la 

dieta, bta-mir10b, bta-mir21_5 y bta-mir29b (Muroya et al., 2016), bta-mir103 

(Romao et al., 2012; Tudisco et al., 2019), bta-mir148a y bta-mir451 (Muroya et 

al., 2015); a su presencia en secuencias identicas en la leche bovina y humana, 

bta-mir155 y bta-mir148a (Melnik y Schmitz, 2019). 

La expresión de los microARN se estimó por PCR a tiempo real (qPCR), donde 

es necesario convertir los microARN a ADN complementario para poder llevarla a cabo. 

Todo esto se realizó siguiendo el protocolo que se muestra a continuación: 

Preparación del cDNA 

Se usó el protocolo TaqMan Advanced cDNA Sinthesis Kit (ThermoFisher 

SCIENTIFIC, 2016). Se justifica el uso de esta técnica por ser adaptada a los tipos de 

muestras que usamos, disponibilidad de equipamiento (GeneAmp PCR System 9700, 

StepOneReal-Time PCR System) y ser el más usado en la bibliografía consultada (Jin 

et al., 2015). Este protocolo consiste en 4 etapas que serán descritas a continuación. 

ThePoly(A) TailingReaction 

“Thepoly(A) tailing reaction” consiste en la modificación del microARN maduro, 

añadiendo una cola poly(A) en el extremo 3’, mediante la poly(A) polimerasa. Se 

descongelan en hielo las muestras de ARN total extraído previamente y los reactivos de 

la síntesis de cDNA, se agitan suavemente y se centrifugan brevemente para mezclar y 

eliminar las burbujas. En un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml se preparan los reactivos 

para esta primera etapa, se añade 0,5 μl de 10X Poly(A) Buffer, 0,5 μl de ATP, 0,3 μl de 

Poly(A)Enzyme, y 1,7 μl de RNase-free water, estos volúmenes corresponden a una 

muestra, luego se extrapolan según el número de muestras a preparar incluyendo un 10 

% más. Esta mezcla se agita brevemente para mezclar bien los contenidos. Se añaden 

2 μl de la muestra a cada pocillo de una placa de reacción y se agregan 3 μl de la Poly(A) 

Reaction Mix a cada uno. El volumen total de la mezcla debe ser 5 μl en cada pocillo y 

se coloca en un termociclador convencional (GeneAmp PCR System 9700, 

ThermoFisher Scientific, Walthman, MA, EEUU), luego se incuba según el ciclo estándar 

descrito en la tabla 4.1. 
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Tabla 4.1. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la Poly(A) TailingReaction 

Etapa Temperatura Tiempo 

Polyadenylation 37 ºC 45 minutos 

Stop reaction 65 ºC 10 minutos 

Hold 4 ºC Hold 

 

The Adaptor Ligation Reaction 

Después de añadir la cola poly(A) en el extremo 3’, se añade en el extremo 5’ un 

adaptador que actúa como sitio de unión del cebador (Primer) para la etapa “miR-Amp 

Reaction”. Se procede a preparar la mezcla de los reactivos como en la etapa anterior, 

añdiendo 3 μl de 5X DNA Ligas Buffer, 4,5 μl de 50 % PEG 8000, 0,6 μl de 25X Ligation 

Adaptor, 1,5 μl de RNA Ligas y 0,4 μl de RNase-free water. Estos volúmenes se 

extrapolan al número total de muestras, incluyendo un 10 % más. Se añaden 10 μl de 

esta mezcla a cada uno de los pocillos de la etapa anterior. El volumen total de la mezcla 

debe ser 15 μl, se agita bien y se incuba según el programa estándar descrito en la tabla 

4.2. en el temociclador convencional GeneAmp PCR System 9700. 

Tabla 4.2. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la Adaptor ligation. 

Etapa Temperatura Tiempo 

Ligation 16 ºC 60 minutos 

Hold 4 ºC Hold 

 

The Reverse Transcription (RT) Reaction 

El Cebador (Universal RT primer) se une a la cola poly(A) 3’, y la transcripción 

inversa del microARN se activa. Se prepara en un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml la 

mezcla suficiente de los siguientes reactivos para las muestras requeridas, 6 de μl 5X 

RT Buffer, 1,2 μl de dNTPMix (25 mMeach), 1,5 μl de 20X Universal RT Primer, 3 μl de 

10X RT EnzymeMix y 3,3 μl de RNas-free wáter. Se procede a añadir 15 μl de esta 

mezcla a la anterior, para obtener 30 μl en total en cada uno de los pocillos 

correspondientes a cada muestra. Se mezcla bien el contenido de cada pocillo y se 

incuba en un termoclador convencional GeneAmp PCR System 9700 según el programa 

descrito en la tabla 4.3. 
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Tabla 4.3. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la Reverse Transcription Reaction. 

Etapa Temperatura Tiempo 

Reverse transciption 42 ºC 15 minutos 

Stop reaction 85 ºC 5 minutos 

Hold 4 ºC Hold 

 

En este momento se pude pasar a la cuarta etapa o guardar esta mezcla a -20 °C hasta 

por 2 meses. 

The miR-Amp Reaction 

Se mezclan los siguientes reactivos en un tubo de centrífuga, 25 μl de 2X 

miR-Amp Master Mix, 2,5 μl de 20X miR-Amp Primer Mix y 17,5 μl de RNase- free water. 

Se añaden 45 μl de la mezcla a cada uno de los pocillos de una nueva placa de reacción, 

a la cual, se procederá a agregar 5 μl de la etapa anterior correspondiente a cada 

muestra. Se mezcla bien el contenido de cada tubo y se incuba en un termociclador 

convencional (GeneAmp PCR System 9700) según el programa estándar descrito en la 

tabla 4.4. 

Tabla 4.4. Protocolo programado en el Termociclador GeneAmp PCR System 9700 
para la mirAmp Reaction. 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 

Enzyme activation 95 ºC 5 minutos 1 

Denature 95 ºC 3 segundos 
14 

Extend 60 ºC 30 segundos 

Stop reaction 99 ºC 10 minutos 1 

Hold 4 ºC Hold 1 

 

PCR a tiempo real (qPCR) 

Se prepara una dilución 1:10 de la plantilla de cDNA que resulta de la etapa 

“miR-Amp reaction”. Se prepara la mezcla requerida para las muestras a partir de 10 μl 

de TaqMan Fast Advanced Master Mix (2X, Life Technologies, 1 μl de TaqMan 

Advanced Assay (20X) y 4 μl de RNase-free water. Se mezcla bien y luego se añaden 

15 μl a cada pocillo de la de la placa de reacción de la PCR, a los que se le agregan  

5 μl de las muestras de la plantilla de cDNA diluida. La reacción se lleva a cabo en un 
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termociclador a tiempo real (StepOnePlus Real-Time PCR Systems) según el programa 

descrito en la Tabla 4.5. 

Tabla 4.5. Protocolo programado en el Termociclador StepOnePlus Real-Time 
PCR Systems para la qPCR a tiempo real 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 

Enzyme activation 95 ºC 20 segundos 1 

Denature 95 ºC 1 segundo 
40 

Anneal/Extent 60 ºC 20 segundos 

 

Se hacen dos réplicas de cada muestra de cada uno de los microARN seleccionados en 

cada PCR. La expresión de cada muestra para cada microARN resultará de las dos 

réplicas, normalizada con la media aritmética de la expresión de los microARN 

normalizadores seleccionados. Estos análisis se harán utilizando el programa Qbase+. 

4.2.6. Análisis Estadístico 

Los datos de las variables de ingestión de la materia seca, producción, 

composición química y concentración de ácidos grasos, antioxidantes y expresión de 

microARN de la leche obtenidos en el ensayo in vivo fueron analizados conforme a un 

análisis de varianza (ANOVA) a través de un diseño cuadrado latino 3x3, utilizando un 

modelo de regresión lineal generalizado, en el que el modo de aporte de la hierba 

(pastoreo, corte y acarreo y ensilado de hierba) fue considerado como un efecto fijo y el 

periodo y el animal como efectos aleatorios, siguiendo el siguiente modelo: 

Y=μ+Grupo+Periodo+Manejo+e 

Se consideran diferencias significativas cuando P tenía un valor inferior a 0,05 

(p <0,05). Los análisis estadísticos se realizaron usando el paquete estadístico R (R 

Core Team, 2017). 
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4.3. RESULTADOS 

4.3.1. Composición Botánica e Índices de Diversidad Florística de las 
parcelas de pastoreo.  

La composición botánica de las parcelas utilizadas para el pastoreo y corte y 

acarreo durante el ensayo de alimentación se muestra en la Tabla 4.6. Las parcelas 

presentan una amplia gama de gramíneas: (Poa trivialis L., Lolium perenne L., Dactylis 

glomerata L., Holcus lanatus L., Festuca arundinacea Scherb., Agrostis capillaries L. y 

Trisetum flavescens P. Beauv.), legumimosas: (Trifolium repens L.), especies de la 

familia Ranunculaceae: Ranunculus bulbosus L., Ranunculus acris L., especies de la 

familia Asteraceae: Taraxacum officinale Weber, Carlina sp. y otras especies: Bromus 

hordeaceus L., Cerastium fontanum Baumg., Geranium molle L., Poa pratensis L., 

Galium verum L., Phleum pratense L., Bellis perennis L., Carex sp., Potentilla erecta 

Raeusch., Tragopogon pratensis L., Veronica chamaedrys L., Cerastium glomeratum 

Thuill., Lactuca sp., Dianthus monspessulanus L. y Sonchus oleraceus L. No había 

hierba en flor y la proporción de material vegetal muerto fue de 4,81%. D. glomerata, P. 

trivialis, L. Perenne, T. repens y T. officinale fueron las especies que aparecieron con 

mayor frecuencia, en más del 60 % de las muestras. Sin embargo, un cuarto de la 

biomasa vegetal estaba constituido por P. trivialis. El conjunto de P. trivialis, D. 

glomerata, L. perenne, H. lanatus y T. repens agrupaban más del 80% de la biomasa 

disponible. 

Las variables de diversidad indican que son parcelas con muy poca variedad, 

con sólo una media de 8,5 especies por 0,25 m2. El índice de Shannon fue de 1,3 con 

una equitabilidad de 0,6 como media, lo que quiere decir una escasa biodiversidad y 

que la contribución de biomasa está mal repartida, existiendo un desequilibrio entre 

especies. 
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Tabla 4.6.  Características de las praderas destinadas al pastoreo de las vacas en 
producción durante el ensayo 2017. 

 Frecuencia de Aparición (%) Biomasa (%) 

Agrostis capillaris 50,00 1,68 

Carex sp. 11,10 0,12 

Bromus hordeaceus 11,13 0,76 

Dactylis glomerata 88,87 14,26 

Holcus lanatus 38,87 14,87 

Festuca arundinacea 38,90 2,48 

Lolium perenne 72,20 16,38 

Phleum pratense 11,10 0,15 

Poa pratensis 11,10 0,27 

Poa trivialis 66,67 23,15 

Trisetum flacescens 5,57 1,21 

Trifolium repens 61,10 11,80 

Cerastium fontanum 16,67 0,62 

Cerastium glomeratum 11,10 0,07 

Bellis perennis 33,33 0,14 

Carlina sp. 5,57 1,11 

Dianthus monspessulanus 5,57 0,03 

Galium verum 5,57 0,18 

Geranium molle 11,10 0,37 

Potentilla erecta 5,57 0,12 

Lactuca sp. 5,57 0,04 

Ranunculus acris 22,23 1,34 

Ranunculus bulbosus 33,33 2,26 

Sonchus oleraceus 5,57 0,02 

Taraxacum officinale 77,77 1,56 

Tragopogon pratensis 5,57 0,11 

Veronica chamaedrys 11,10 0,11 

Necromasa 100,00 4,81 

 

4.3.2. Composición Química de los Alimentos 

4.3.2.1. Valor Nutritivo y Aporte Energético 

En la Tabla 4.7. se muestran los valores medios de la composición nutritiva de 

los diferentes alimentos utilizados durante el ensayo. De media, el ensilado de hierba 
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tenía una mayor MS, FAD y FND que la hierba cortada servida en pesebre y la hierba 

de pastoreo. Por ello, su digestibilidad de la MO y contenido energético fue menor. El 

promedio de proteína bruta y la energía neta de lactación en la hierba de pastoreo son 

mayores que en la hierba cortada servida en pesebre y el ensilado de hierba. El pienso 

suplementario presentó un alto valor proteico y energético pues su función era suplir los 

déficits previstos de proteína y energía del forraje. 

Tabla 4.7. Composición química y energía neta de lactación de los alimentos. 

 Pastoreo 
Corte y 
Acarreo 

Ensilado de 
Hierba 

Pienso 

Materia Seca (%) 21,18 24,04 30,52 87,71 

Materia Orgánica (%, MS) 87,45 91,15 89,47 91,43 

Proteína Bruta (%, MS) 15,12 10,82 9,86 20,33 

Almidón (%, MS) ND ND ND 38,57 

Fibra Neutro Detergente (%, MS) 57,40 58,97 67,87 19,31 

Fibra Ácido Detergente (%, MS) 28,43 28,96 39,19 9,35 

Digestibilidad de la Materia Orgánica (%, MS) 68,59 63,72 57,77 ND 

Energía Metabolizable (MJ/kg MS) 9,60 9,29 8,27 12,74 

Energía Neta para Lactación (Mcal/kg MS)  1,44 1,39 1,23 1,93 

MS: Materia seca; ND: No determinado. 

4.3.2.2. Contenido en Ácidos Grasos 

En la Tabla 4.8. se muestran los valores medios de los AG de los diferentes 

alimentos utilizados durante el estudio. Debido a un problema en la conservación de 

muestras no fue posible determinar el perfil de AG de la hierba usada en corte y acarreo. 

El forraje, fresco o conservado, tuvo un perfil poliinsaturado de ácidos grasos. En el 

forraje fresco predominan el ácido alfa-linolénico (ALA), seguido del linoleico (LA) y del 

palmítico, con valores medios de 49,05, 16,50 y 18,19%, respectivamente. Por otro lado, 

el ensilado de hierba mantuvo el perfil con una predominancia de los ácidos grasos 

poliinsaturados de la hierba, pero con una proporción más baja en el contenido de ALA 

y un incremento en la proporción de LA y palmítico, con valores medios de 26,76, 28,22 

y 19,97%, respectivamente. La proporción de AG en el perfil se encuentra 

estrechamente relacionada con la época de muestreo y/o la madurez del pasto. La grasa 

del pienso tuvo un alto nivel de insaturación, con una elevada proporción de linoleico 

(39,15%) y oleico (28,09%). En todos los alimentos, el AG saturado que se encuentra 

en mayor proporción es el ácido palmítico, superando el 25% en el pienso y con valores 

cercanos al 20% en los forrajes.  
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Tabla 4.8. Perfil de ácidos grasos de los alimentos (g/100g de ácidos grasos). 

Ácidos Grasos Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba Pienso 

10:1 cis-9       0,28 ND 0,06 0,02 

11:0              0,21 ND 0,84 0,01 

12:0              0,70 ND 1,12 0,18 

13:0            0,86 ND 0,88 0,01 

14:0              0,62 ND 0,80 0,49 

15:0            0,14 ND 0,33 0,05 

15:1 cis-10        1,33 ND 1,14 0,00 

16:0            18,19 ND 19,97 25,33 

16:1(n9) cis-7 + 16:1 trans-9  2,31 ND 1,43 0,05 

16:1(n7) cis-9     0,27 ND 1,16 0,14 

17:0            0,28 ND 0,51 0,10 

18:0            1,98 ND 2,61 2,77 

18:1 cis-9   3,74 ND 8,98 28,09 

18:2n6 cis-12 16,50 ND 28,22 39,15 

18:3n6       0,11 ND 0,19 0,05 

18:3n3 49,05 ND 26,76 2,37 

20:0            0,73 ND 0,87 0,29 

20:1 cis-9         0,24 ND 0,32 0,25 

20:1 cis-11       0,31 ND 0,50 0,35 

21:0            0,17 ND 0,32 0,05 

22:0            1,08 ND 1,49 0,13 

23:0            0,15 ND 0,35 0,03 

24:0            0,65 ND 1,05 0,09 

24:1n9      0,11 ND 0,10 0,01 

∑ AGS 25,75 ND 31,14 29,52 

∑ AGMI 8,58 ND 13,69 28,91 

∑ AGPI 65,67 ND 55,17 41,56 

Ratio AGPI:AGS  2,55 ND 1,77 1,41 

Ratio n6:n3  0,34 ND 1,05 16,54 

ND: No determinado; AGS: Ácidos grasos saturados; AGMI: Ácidos grasos monoinsaturados; AGPI: 
Ácidos grasos poliinsaturados; LA: Linoleico; LNA: Linolénico 
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4.3.2.3. Contenido en Antioxidantes  

Los valores medios en vitamina E y carotenoides (xantofilas y carotenos) de las 

muestras de hierba, ensilado de hierba y pienso tomadas se muestran en la Tabla 4.9. 

Al igual que el caso de los AG, no fue posible determinar el perfil de antioxidantes en la 

hierba de corte y acarreo por problemas en la conservación de muestras. El pasto fresco 

mostró un contenido marcadamente superior en vitamina A, E y carotenoides al ensilado 

de hierba, lo que demuestra el efecto de la madurez y el presecado del forraje en el 

campo sobre la reducción de la concentración de estos compuestos antioxidantes. El 

pienso mostró valores mucho más pobres en carotenoides, sin embargo, se observó 

que es una fuente de vitamina E por su contenido en α-tocoferol y γ-tocoferol. 

Tabla 4.9. Perfil de antioxidantes de los alimentos (mg/kg MS) 

Antioxidantes Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba Pienso 

Neoxantina 14,97 ND 0,44 0,04 

Violaxantina 13,28 ND  0,29 <LOQ 

Anteraxantina 1,58 ND  0,95 0,01 

Luteina 62,45 ND 23,79 0,43 

Zeaxantina 3,21 ND 1,49 0,07 

Β-Criptoxantina 0,57 ND 0,18 0,04 

∑-trans-β-Carotenos 30,81 ND 7,17 0,09 

9-cis-β-Carotenos 6,28 ND 2,13 0,06 

13-cis-β-Carotenos 3,44 ND 0,82 0,08 

α-tocoferol 9,64 ND 8,45 2,83 

γ-tocoferol 1,60 ND 1,03 4,29 

ND: No determinado; LOQ: Limite de cuantificación 

4.3.3. Variables de Producción 

En la tabla 4.10. se muestran los resultados del peso vivo inicial y final y el 

consumo medio de los alimentos en los tratamientos estudiados. Entre los tratamientos 

estudiados no se observaron diferencias significativas en la variación de peso, aunque 

el tratamiento de pastoreo provocó un incremento numérico de peso mayor que los otros 

tratamientos. 

La ingesta de materia seca de forraje fue mayor (p <0,001) en el sistema de 

pastoreo que en estabulación, tanto con hierba fresca como ensilada. No hubo 

diferencias en el consumo de materia seca de concentrado entre los tratamientos. De 
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este modo, los tratamientos en estabulación no compensaron su menor ingestión total 

de MS, con 14,7 kg MS/día frente a 18,1 kg/día en pastoreo (p <0,001). 

Tabla 4.10. Peso vivo corporal y consumos de materia seca de las vacas en 
función de la ración ofertada. 

 Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba eer D 

Peso Vivo Inicial (kg) 651 654 651 72,6 0,985 

Peso Vivo Final (kg) 658 658 652 73,42 0,961 

Incremento Peso (kg/d) 1,28 0,58 0,23 1,638 0,161 

Consumos (kg de MS/día por vaca): 

Forraje 14,34a 11,54b 10,54b 2,398 0,000 

Concentrado 3,75 3,66 3,56 0,622 0,670 

Total MSI 18,08a 15,20b 14,10b 2,440 0,000 

eer: Error estándar residual; D: Dieta; MS: Materia seca; MSI: Materia seca ingerida; a, b, c Letras distintas 
indican diferencias significativas: al valor de p indicado. 

4.3.4. Producción y Composición de la Leche  

La tabla 4.11. muestra la producción de leche y su composición según el sistema 

de alimentación. La producción fue diferente entre los sistemas de alimentación (p 

<0,001). La mayor producción de leche se observó en el sistema de alimentación de 

pastoreo, con valores intermedios en el corte y acarreo y el más bajo en el ensilado de 

hierba. Además, la leche de pastoreo tenía mayor proporción de proteína, lactosa, 

sólidos no grasos y urea (p <0,001) que la de las vacas estabuladas. No hubo diferencias 

en la proporción de grasa entre los sistemas de alimentación. 

Tabla 4.11. Producción y composición de la leche de acuerdo al sistema de 
alimentación.  

 Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba eer D 

Leche (kg/d) 23,4a 18,1b 14,0c 3,57 0,000 

Grasa (g/kg) 35,8 33,7 36,1 3,18 0,057 

Proteína (g/kg) 32,1a 29,1b 27,8b 2,90 0,000 

Lactosa (g/kg) 45,7a 41,0b 41,7b 2,56 0,000 

ESM (g/kg) 83,9a 77,8b 76,3b 3,79 0,000 

Urea (mg/kg) 281a 200b 215b 40,3 0,000 

Células (x1000/mL) 456 419 313 514,5 0,691 

eer: Error estándar residual; D: Dieta; a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas: al valor de p 
indicado. 
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4.3.4.1. Perfil de Ácidos Grasos de la Leche 

 El perfil lipídico de la leche de las vacas en función del modo de aporte de la 

hierba se detalla en la Tabla 4.12. Los ácidos grasos (AG) mayoritarios presentes en la 

leche fueron el ácido palmítico (C16:0), oleico (C18:1 cis-9), esteárico (C18:0) y mirístico 

(C14:0), constituyendo todos ellos aproximadamente el 69,16; 60,01 y 73,29% para los 

tratamientos de pasto, corte y acarreo y ensilado de hierba, respectivamente.  

 En el contenido total de AG de cadena corta (C6:0 - C13:0) y media (C14:0 - 

C17:0) solo se observaron diferencias significativas (p <0,001) en el ácido caproico 

(C6:0) y el ácido pentadecanoico (15:0 anteiso) en la leche producida en los diferentes 

tratamientos. 

 En los AG de cadena larga (C18:0 o más átomos de C), la leche proveniente de 

las dietas a base de ensilado de pastoreo y corte y acarreo presentó diferencias 

significativas respecto a la proveniente de ensilado de hierba. Los tratamientos 

estudiados no afectan el nivel de saturación de la grasa de la leche, aunque la leche 

producida en pastoreo tendió a una mayor proporción de AGPI (4,78 g/100g AG) que 

los tratamientos con corte y acarreo (4,11 g/100g AG) y ensilado de hierba (4,13 g/100g 

AG) (p =0,063). Las vacas en pastoreo presentaron una mayor proporción de ácido 

ruménico (p <0,01) y ácido vaccénico (p <0,05), con una ratio C18:1 trans-11/C18:1 

trans-10 de 18,34 vs 13,08 y 10,35 para vacas en pastoreo, corte y acarreo y ensilaje 

de hierba, respectivamente, p <0,05). La leche producida a base de ensilado de hierba 

presentó una mayor proporción de ácido linoleico (C18:2 n-6) que en el sistema de 

pastoreo (p <0,05), mientras que no hubo diferencias entre tratamientos en las 

proporciones de ácido linolénico.  
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Tabla 4.12. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) según el sistema de 
alimentación. 

 Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba eer D 

4:0 5,57 5,36 5,31 0,286 0,546 

6:0 1,84a 1,89a 1,71b 0,053 0,035 

8:0 0,97 0,99 0,85 0,061 0,088 

10:0 2,07 2,11 1,71 0,223 0,167 

10:1 cis-9 0,06 0,06 0,05 0,005 0,053 

11:0 0,03 0,02 0,01 0,009 0,017 

12:0 2,14 2,45 1,97 0,271 0,169 

13:0 0,09 0,09 0,08 0,009 0,495 

14:0 9,82 10,14 8,98 0,699 0,226 

14:0 iso 0,22 0,20 0,21 0,010 0,178 

14:1 cis-9 1,00 1,13 0,92 0,104 0,145 

15:0 1,21 1,24 1,17 0,046 0,249 

15:0 iso 0,46 0,47 0,42 0,035 0,214 

15:0 anteiso 0,74a 0,71a 0,59b 0,040 0,021 

15:1 cis-10 0,01 0,01 0,01 0,003 0,772 

16:0 27,86 30,73 29,94 1,031 0,060 

16:1n7 cis-9 1,80 2,17 2,20 0,180 0,091 

17:0 0,58 0,64 0,65 0,028 0,086 

18:0 9,89 9,57 8,85 0,746 0,324 

18:1 trans-6 + 18:1 trans-9 0,50a 0,41b 0,39b 0,024 0,012 

18:1 trans-10 0,27a 0,21b 0,20b 0,025 0,036 

18:1 trans-11 5,08a 2,77b 2,01b 0,745 0,016 

18:1 trans-12 0,20a 0,15b 0,14b 0,015 0,018 

18:1n9 cis-9 21,59 21,97 25,52 1,521 0,061 

18:1n7 cis-11 0,37b 0,44b 0,57a 0,051 0,019 

18:1 cis-12 0,06b 0,06ab 0,07a 0,004 0,043 

18:2 trans-9 + 18:2 trans-12 0,07a 0,07a 0,05b 0,003 0,002 

18:2 cis-9, cis-12 1,16b 1,38ab 1,60a 0,124 0,031 

18:2 (CLA) cis-9, trans-11 2,29a 1,37b 1,05b 0,218 0,005 

Otros isómeros CLA 0,21 0,24 0,24 0,015 0,090 
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Tabla 4.12. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) según el sistema de 
alimentación (continuación). 

 Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba eer D 

18:3n3 0,55 0,47 0,43 0,070 0,258 

18:3n6 0,03 0,03 0,03 0,003 0,099 

20:0 0,21b 0,25a 0,27a 0,012 0,008 

20:3n3 0,15b 0,22ab 0,27a 0,030 0,023 

20:5n3 0,01 0,01 0,01 0,006 0,694 

20:2n6 0,01c 0,02b 0,03a 0,001 0,000 

20:3n6 0,08 0,10 0,10 0,011 0,150 

20:4n6 0,01 0,02 0,02 0,004 0,119 

20:1n9 cis-11 0,04 0,03 0,05 0,006 0,087 

21:0 0,07 0,08 0,08 0,005 0,141 

22:0 0,07 0,08 0,07 0,006 0,507 

22:5n3 0,10b 0,11b 0,15a 0,012 0,018 

22:6n3 0,01 0,01 0,01 0,009 0,984 

22:2n6 0,08 0,09 0,10 0,013 0,287 

23:0 0,05 0,06 0,05 0,006 0,142 

24:0 0,07 0,08 0,07 0,006 0,149 

24:1n9 0,01 0,01 0,02 0,004 0,083 

∑ AGS 62,81 65,07 62,49 1,479 0,180 

∑ AGR 1,43a 1,39a 1,22b 0,053 0,017 

∑ AGMI 30,98 29,43 32,16 1,417 0,172 

∑ AGMI cis 24,93 25,89 29,41 1,743 0,071 

∑ AGMI trans 6,05a 3,53b 2,75b 0,791 0,015 

∑ AGPI 4,78 4,11 4,13 0,271 0,063 

Ratio AGPI:AGS 0,08 0,06 0,07 0,007 0,145 

Ratio AGI:AGS 0,57 0,52 0,58 0,037 0,179 

Ratio t11:t10-C18:1 18,34a 13,08b 10,35b 1,912 0,017 

∑ n6 1,45b 1,70ab 1,92a 0,142 0,037 

∑ n3 0,83 0,79 1,00 0,062 0,138 

Ratio n6:n3 1,77 2,17 2,10 0,189 0,113 

eer: Error estándar residual; D: Dieta; CLA: Ácido linoleico conjugado; AGS: Ácidos grasos saturados; 
AGR: Ácidos grasos ramificados; AGMI: Ácidos grasos monoinsaturados; AGPI: Ácidos grasos 

poliinsaturados; a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas: al valor de p indicado. 

  



Efecto del modo de aporte de la hierba en pastoreo, fresca en corte y acarreo o ensilada, sobre 

la capacidad discriminante de los marcadores del sistema de alimentación 

  111 

 

4.3.4.2. Perfil de Antioxidantes de la Leche 

El contenido de antioxidantes solubles en grasa según el tipo de sistema de 

alimentación se muestra en la Tabla 4.13. No se observó ningún efecto del método de 

alimentación en las vitaminas A y E en la leche. La leche de las vacas en pastoreo tenía 

una mayor proporción de luteína que la leche de las vacas que recibieron ensilado de 

hierba (p <0,01), con valores intermedios para el sistema de alimentación de corte y 

acarreo. La concentración de zeaxantina tendió (p =0,052) a ser mayor en la leche 

producida con pastoreo respecto a los otros tratamientos. No hubo diferencias entre 

tratamientos en otros carotenoides y carotenos. 

Tabla 4.13. Composición de antioxidantes liposolubles (mg/kg de leche) según el 
sistema de alimentación. 

 Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba eer D 

Retinol 855,4 852,2 826,9 202,6 0,982 

α-Tocoferol 1189 962 1068 237,5 0,538 

γ-Tocoferol 17,84 19,92 23,27 3,503 0,239 

Luteína 21,93a 15,51b 9,08c 3,192 0,008 

Zeaxantina 1,19 0,42 0,47 0,332 0,052 

β-Criptoxantina 3,13 1,64 1,55 1,031 0,191 

∑-trans-β-Carotenos 255 184 179 45,61 0,150 

9-cis-β-Caroteno 1,73 2,05 1,60 0,775 0,777 

13-cis-β-Caroteno 9,52 7,08 6,82 1,540 0,138 

eer: Error estándar residual; D: Dieta; a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas: al valor de p 

indicado. 

4.3.4.3. Perfil de microARN de la Leche 

4.3.4.3.1. Validación de los Normalizadores  

La expresión de un marcador se expresa en ct, que son los ciclos de la pCR a 

los que la expresión supera un umbral, de tal manera que a mayor ct menor será la 

expresión de ese marcador. 

Todo esto es asumiendo que todas las muestras parten de la misma situación 

de partida, es decir la expresión de un marcador es directamente proporcional a la 

cantidad de cDNA molde de partida, por lo tanto, hay que suponer que todas las 

muestras tienen la misma concentración de molde de la PCR en cada pocillo. Pero esto 

no es así, con lo que es necesario normalizar ese dato de expresión. Hay múltiples 

maneras de normalizar, y en este caso hemos elegido normalizar por la media aritmética 
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de marcadores estables (Hellemans et al., 2007). Eso quiere decir que tenemos dos 

tipos de marcadores analizados por PCR, a) estables para buscar normalizadores, b) 

variables o problema. Primero habría que seleccionar los normalizadores para luego 

usar su expresión para normalizar el dato de expresión de los variables o problema. La 

selección de los normalizadores lo hacemos con GeNorm. La normalización y 

estimación de la expresión de los problemas lo hacemos usando Qbaseplus.   

Los microARN que no varían independientemente del sistema de producción se 

seleccionaron como candidatos normalizadores por su menor coeficiente de variación. 

El análisis de geNorm (Hellemans et al., 2007), se inició con 7 candidatos de referencia 

para la normalización de los microARN de la grasa y 6 para las células. El valor de 

estabilidad M, que es inversamente proporcional a la estabilidad de expresión (Figura 

4.1 y 4.2), indicó el orden de estabilidad de expresión de los microARN de forma 

decreciente.   

El número óptimo de candidatos de referencia de los calculados en esta situación 

experimental para la normalización de los microARN de la grasa es 5 (geNorm V < 0,15 

al comparar un factor de normalización basado en los 5 o 6 objetivos más estables). 

Como tal, el factor de normalización óptimo se puede calcular como la media geométrica 

de la expresión de los candidatos de referencia bta-mir181, bta-mir103, bta-mir21_5, 

bta-mir30a y bta-mir29b. 

 

Figura 4.1. Gráfica del promedio de estabilidad de los microARN candidatos a normalizadores en grasa.  
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En cuanto a los candidatos de referencia de los calculados en esta situación 

experimental para la normalización de los microARN de las células, no se pudo 

determinar un número óptimo, ya que la variabilidad entre los factores de normalización 

secuenciales (basados en los candidatos de referencia menos variables n y n+1) es 

relativamente alta (geNorm V > 0,15), por lo cual, se recomienda utilizar los 3 candidatos 

de referencia (bta-mir29b, bta-mir21_5 y bta-mir148a) con el valor M más bajo, ya que 

el uso de varios candidatos de referencia (no óptimos en este caso) da como resultado 

una normalización más precisa en comparación con el uso de un único candidato de 

referencia no validado. 

 

Figura 4.2. Gráfica del promedio de estabilidad de los microARN candidatos a normalizadores en células.  

4.3.4.3.2. MicroARN Diferenciadores 

 La capacidad para diferenciar el modo de aporte de la hierba (pastoreo, corte y 

acarreo y ensilada) de los microARN de la fracción grasa y de las células de la leche se 

muestra en las Tablas 4.14 y 4.15, respectivamente. No se observó ningún efecto de 

diferenciación significativo de la dieta en ninguno de los microARN estudiados en ambas 

fracciones.  
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Tabla 4.14. Expresión de microARN en grasa según el sistema de alimentación. 

 Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba eer D P 

bta-mir10b  1,42 1,29 0,78 1,179 0,531 0,444 

bta-mir133  8,44 14,36 7,61 24,070 0,844 0,825 

bta-mir148a  0,71 0,65 0,73 0,297 0,867 0,919 

bta-mir155  1,75 2,01 1,09 0,892 0,141 0,594 

bta-mir215  0,75 0,84 1,04 0,491 0,487 0,352 

bta-mir369  0,86 1,07 0,35 0,743 0,175 0,620 

bta-mir451  35,28a 2,56b 5,22b 31,860 0,105 0,032 

bta-mir7863  1,19 2,81 0,94 2,564 0,280 0,568 

eer: Error estándar residual; D: Dieta; P: Pastoreo; a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas: al 
valor de p indicado. 

La leche de las vacas en pastoreo en ambas fracciones de la leche, tenía una 

mayor proporción de bta-mir451 que la leche de las vacas en estabulación que 

recibieron forraje verde de corte y acarreo y ensilado de hierba (p <0,01). Asimismo, se 

observó una tendencia a una mayor expresión del bta-mir574 en la fracción de células 

de la leche de vacas en pastoreo (p =0,072) 

Tabla 4.15. Expresión de microARN en células según el sistema de alimentación. 

 Pastoreo Corte y Acarreo Ensilado de Hierba eer Dieta Pastoreo 

btamir103  1,45 2,02 0,70 1,742 0,338 0,908 

bta-mir107 4,38 3,31 2,45 3,205 0,496 0,285 

bta-mir155  2,83 2,65 1,19 2,590 0,399 0,432 

bta-mir197  1,26 1,43 2,45 2,559 0,609 0,541 

bta-mir2284  1,13 1,30 1,08 0,800 0,853 0,866 

bta-mir2285  3,07 2,65 3,88 4,593 0,863 0,919 

bta-mir3432  1,50 1,57 0,91 1,396 0,591 0,675 

bta-mir451  5,85a 0,65b 1,90b 5,147 0,133 0,048 

bta-mir574  3,84a 1,86a 1,66a 2,602 0,203 0,072 

eer: Error estándar residual; D: Dieta; P: Pastoreo; a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas: al 
valor de p indicado. 
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4.4. DISCUSIÓN  

El modelo de producción lechero ha cambiado en España en los últimos años 

hacia una intensificación de la producción con un aumento en los insumos, que no se 

refleja en un aumento en el precio y la calidad de la leche (Álvarez et al., 2008). Aunque 

los precios y la disponibilidad de los ingredientes de los alimentos varían según las 

regiones, en el Arco Atlántico la producción de forrajes utilizados para la alimentación 

del ganado lechero, es una excelente manera de disminuir los gastos de las dietas 

(Allen, 2000). 

La ingesta de energía es a menudo una limitación primaria para la producción de 

leche en vacas en pastoreo, porque incluso los pastos de alta calidad pueden tener un 

bajo contenido de energía neta o haber una limitación de la materia seca ingerida (Bargo 

et al., 2002). Una buena estrategia de formulación de la dieta debe estar determinada 

por la disponibilidad de los ingredientes. En este estudio, la hierba se usó como la única 

fuente de forraje para evitar otros factores de variación. El forraje raramente se ofrece 

como único alimento para las vacas lecheras lactantes porque la materia seca ingerida 

(MSI) es generalmente demasiado baja para cumplir con los requerimientos. La 

capacidad teórica de MSI de vacas lecheras con las características de las usadas en 

este ensayo es de aproximadamente 21 kg de MS/día (NRC, 2001), con un 70% de 

forraje en la ración de este tipo de animales (Flores-Calvete et al., 2017). En 

consecuencia, se ofrecieron diariamente seis kilogramos (base de materia fresca) de 

concentrado para cumplir con los requisitos de energía para las vacas lecheras de estas 

características (aproximadamente 210 MJ de energía metabolizable por día; NRC, 

2001) y una relación forraje:concentrado de 75:25. Sin embargo, solo las vacas en el 

tratamiento de pastoreo alcanzaron una ingesta de forraje de hasta 14 kg de MS/día, 

mientras que los tratamientos en estabulación apenas alcanzaron 11 kg de MS/día. La 

menor ingesta de materia seca en el tratamiento de ensilado de hierba en relación al 

tratamiento de pastoreo ha sido señalada previamente (Mohammed et al., 2009). Estos 

autores comprobaron que la ingesta voluntaria de ensilado es menor que la del forraje 

del que se produjo. La mayor ingesta de materia seca en el tratamiento de pastoreo en 

relación con el tratamiento de corte y acarreo podría deberse a que las vacas que pastan 

tienen una mayor capacidad de seleccionar mejores especies botánicas y las mejores 

partes de las plantas, rechazando con mayor facilidad el forraje inadecuado, mientras 

que las vacas en estabulación no tenían esa oportunidad. Por otro lado, en todos los 

tratamientos, las vacas lecheras consumieron solo la mitad del concentrado ofrecido. El 

concentrado se ofreció a los animales dos veces al día (7:00 y 19:00 h) coincidiendo con 
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el momento del ordeño. Este hecho podría haber inducido una acidosis subaguda 

ruminal que podría provocar una caída en la ingesta de forraje ofrecido posteriormente 

a pesar de mantener la relación forraje:concentrado. Con estos niveles de ingesta no es 

posible cumplir con los requerimientos energéticos para las vacas que producen 30 kg 

de leche/día. El déficit de energía metabolizable se ha cuantificado en 25, 53 y 75 MJ/día 

para los tratamientos de pastoreo, corte y acarreo y ensilaje de hierba, respectivamente. 

Por esta razón, se observó la disminución en la producción de leche con respecto a los 

valores iníciales en el ensayo. 

Los modos de aporte de la hierba estudiados en este experimento mostraron una 

gran variación en la producción y composición de la leche y los perfiles de ácidos grasos 

y antioxidantes (particularmente en el contenido de luteína), que pueden estar 

fuertemente relacionados con los compuestos específicos de los alimentos. Las vacas 

en pastoreo tuvieron una mayor ingesta de energía neta y de materia seca que las vacas 

estabuladas a las que se les ofrecía corte y acarreo o ensilado de hierba. Esta diferencia 

en la ingesta tuvo un efecto significativo en la producción y composición de la leche; con 

una mayor concentración en la leche de las vacas en pastoreo de proteína, lactosa, 

sólidos no grasos y urea en relación a la leche de las vacas estabuladas. En contraste, 

otros estudios han mostrado una materia seca ingerida más baja en el pastoreo (Bargo 

et al., 2003; Lahlou et al., 2014) y una consecuente caída en la producción de leche en 

vacas en pastoreo en comparación con las vacas estabuladas (Vahmani et al., 2014). 

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las vacas estabuladas en esos estudios se 

alimentaban con raciones mixtas totales balanceadas, mientras que en nuestro estudio 

el pasto o ensilado de hierba era el único ingrediente de la ración. Además, en nuestras 

condiciones, las vacas en pastoreo, tenían la posibilidad de seleccionar los alimentos, 

tanto de especies forrajeras como de las partes más deseables de la planta con un valor 

nutricional posiblemente mejor (Mohammed et al., 2009). Otros autores mostraron que 

se podría maximizar la ingesta de energía, incluyendo forrajes con una alta digestibilidad 

de la fibra neutro detergente, que minimizan los efectos de llenado y aumentan el 

rendimiento en la producción de leche (Oba et al., 2000; Allen, 2000). La concentración 

de proteína de la leche en vacas en pastoreo no cambió con respecto a la situación 

inicial, presumiblemente debido a que la ingesta de energía estaba más cerca de los 

requerimientos, y debido al mayor flujo duodenal de proteína microbiana y aminoácidos 

totales (Mohammed et al., 2009). Sin embargo, las vacas en pastoreo tienen una mayor 

concentración de urea en la leche que los tratamientos en estabulación, aunque en 

todos los casos en el rango normal (Salcedo-Díaz y Villar-Bonet, 2015). Esto puede 

explicarse porque la alta concentración de proteína en el pasto podría haber aumentado 
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la tasa de síntesis de proteína microbiana, así como también, la concentración de 

propionato en el rumen, resultando en un aumento de la proteína de la leche (Couvreur 

et al., 2006). Esto puede explicarse porque los animales que pastan seleccionarían los 

primeros brotes verdes y las mejores partes de la planta, que pueden tener una gran 

degradabilidad ruminal de la proteína (Bargo et al., 2002), por lo que se puede acumular 

un exceso de urea en el rumen que sería absorbido y excretado por leche. 

Es bien sabido, que la concentración de lactosa rara vez está influenciada por la 

alimentación. Sin embargo, los resultados muestran una mayor concentración de 

lactosa en la leche de vacas en pastoreo. Una posible explicación podría deberse a que 

la proporción creciente de forraje, hasta un 80%, puede conducir a la proliferación de 

bacterias celulolíticas del rumen, lo que conducirá a una mayor producción de ácido 

propiónico y eventualmente aumentaría la concentración del contenido de lactosa en la 

leche (Lemosquet et al., 2009). El aumento de propionato es esencial para promover la 

disponibilidad de energía para la producción de leche y aumentar la síntesis de glucosa 

y lactosa (El-Zaiat et al., 2019). Además, como la hierba fresca contiene una alta 

concentración de azúcar se favorece la síntesis del ácido láctico en el rumen que, a su 

vez, da lugar a un alto contenido de lactosa en la leche (Axelsson, 2004). Según el 

estudio de Argamentería et al. (2006), un aumento en la energía suministrada en la dieta 

puede asociarse con el aumento en la proporción de lactosa. 

Algunos autores han observado que la leche producida por las vacas en pastoreo 

tiene mayor contenido de grasa que la leche producida bajo un sistema semi-extensivo 

o intensivo (Capuano et al., 2014; Frétin et al., 2017), aunque, otros estudios han 

encontrado resultados contrarios (Bargo et al., 2002; Morales-Almaráz et al., 2011). 

Entre cientos de ácidos grasos presentes en la grasa de la leche bovina, solo un número 

limitado es importante por sus propiedades nutricionales, sensoriales o tecnológicas 

(Kalač y Samková, 2010). Las proporciones típicas de varios ácidos grasos trans-

insaturados en la grasa de la leche bovina varían entre el 2% y el 8% del total de ácidos 

grasos, entre los cuales el gran interés se ha centrado en el ácido trans-vaccénico y los 

ácidos linoleicos conjugados (CLA), especialmente el ácido ruménico, por ser el isómero 

de CLA que se encuentra en mayor proporción y sus importantes efectos como 

antiaterogénico y anticancerígeno en el caso del ácido ruménico (Kalač y Samková, 

2010; Parodi, 2004). 

Se encontraron variaciones entre los tratamientos en el perfil de ácidos grasos 

de la leche, una mayor proporción de ácido vaccénico y ácido ruménico, así como una 

mayor ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10, que podría explicarse por la proporción de 
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forraje fresco en la dieta, lo que denota una mayor ingesta de ácidos grasos 

poliinsaturados (AGPI) de la hierba fresca del pastoreo (Elgersma et al., 2006). Durante 

el proceso de marchitamiento y ensilado, se produce un aumento en las pérdidas de 

ácidos grasos insaturados (AGI) y el total de ácidos grasos totales (AG, Kalač y 

Samková, 2010). Además, la biohidrogenación del C18:2 n-6 podría verse afectada por 

el alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados en el rumen (Troegeler-Meynadier et 

al., 2006) y, como consecuencia, podría tener un aumento con un mayor contenido de 

estos ácidos grasos (Vicente et al., 2017). Estos resultados muestran que el perfil de 

ácidos grasos varía según el sistema de alimentación, con una mayor proporción de 

ácidos grasos insaturados en vacas alimentadas con pastos (Morales-Almaráz et al., 

2011). Una relación directa en el incremento de la proporción de ácidos grasos 

insaturados (AGI) y la disminución en la proporción de ácidos grasos saturados (AGS) 

está asociada con el aumento de la proporción de pastos frescos en la dieta de las vacas 

(Alothman et al., 2019). La diferenciación entre la leche de las vacas estabuladas 

alimentadas con pasto fresco (corte y acarreo) y las vacas en pastoreo al aire libre 

resulta compleja. El perfil de ácidos grasos de la leche es diferente y puede ser más 

saludable en vacas en pastoreo que cuando las vacas son alimentadas en estabulación 

(Capuano et al., 2014). Las menores proporciones de CLA y ácido trans-vaccénico 

(C18:1 trans-11), en la leche de corte y acarreo en comparación con el tratamiento de 

pastoreo podrían explicarse por la menor ingesta de materia seca. Además, se ha 

descrito que ocurren pérdidas de AGPI en la hierba inmediatamente después del corte 

(Kalač y Samková, 2010) por los procesos oxidativos del tejido vegetal y, por lo tanto, 

se afecta la ingesta de ácidos grasos. Lamentablemente, un problema en la 

conservación de las muestras de hierba del tratamiento de corte y acarreo ha impedido 

corroborar este hecho. Otros factores, como el patrón de ingesta o las posibilidades de 

selección de alimento por parte de la vaca, también podrían desempeñar un papel. En 

nuestro estudio, se han observado mayores isómeros trans de ácidos grasos 

monoinsaturados (AGMI) y una mayor proporción en la ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-

10 en la leche de vacas en pastoreo en relación con el tratamiento de corte y acarreo. 

La ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10 aumenta cuando la proporción de forraje fresco 

aumenta en la dieta (Botana et al., 2018). En consecuencia, se puede proponer la ratio 

C18:1 trans-11/C18:1 trans-10 para identificar la leche de vacas alimentadas en 

pastoreo. 

La leche y los productos lácteos son una fuente rica de vitaminas y carotenoides, 

su contenido está determinado por la dieta del animal (Grażyna et al., 2017). Los 

antioxidantes liposolubles y las vitaminas presentes en la leche de vaca se derivan 



Efecto del modo de aporte de la hierba en pastoreo, fresca en corte y acarreo o ensilada, sobre 

la capacidad discriminante de los marcadores del sistema de alimentación 

  119 

 

especialmente del forraje verde (Butler et al., 2008; Średnicka-Tober et al., 2016). A 

pesar de la rica concentración de la leche y los productos lácteos en carotenoides y 

vitamina A, tiene bajos niveles de vitamina E, sin embargo, ésta juega un papel 

importante de protección de la grasa contra la autooxidación (Sunarić et al., 2012). Los 

efectos beneficiosos relacionados con la reducción del estrés oxidativo, que se han 

demostrado como un factor de riesgo para una amplia gama de procesos de 

enfermedades crónicas, incluidas las enfermedades cardiovasculares, el cáncer, las 

enfermedades neurodegenerativas, el deterioro inmunológico y el envejecimiento 

prematuro, están asociados con el consumo de dietas con alto contenido de 

antioxidantes (Willcox et al., 2004; Butler et al., 2008). La variabilidad en el contenido de 

carotenoides y vitaminas en la leche, se ha asociado con la presencia de hierba en la 

ración y a su vez, sus niveles en el contenido de la hierba están muy relacionados con 

el marchitamiento y la conservación debido a la exposición a la luz (Agabriel et al., 2007). 

En este estudio, la pérdida de las muestras de hierba en corte y acarreo ha impedido 

cuantificar estas pérdidas. Diferentes estudios reportaron que el contenido de β-

carotenos y vitaminas liposolubles era incluso cuatro veces mayor en la leche de vacas 

en pastoreo con relación a la leche de vacas alimentadas con raciones completas 

mezcladas (TMR) o una alta proporción de concentrado (Nozière et al., 2006; Butler et 

al., 2008). La leche producida a partir de pastos es de color más amarillo como resultado 

de la mayor concentración de β-caroteno en la leche (Nozière et al., 2006). Sin embargo, 

nuestros resultados no mostraron grandes diferencias entre los tratamientos, el caroteno 

más abundante en la leche fue la luteína, posiblemente porque todos estaban basados 

en especies botánicas muy similares dada la baja biodiversidad de las praderas. 

Los microARN desempeñan un papel crucial en la regulación de la inmunidad 

innata y adaptativa en humanos y animales (Golan-Gerstl et al., 2017). La evidencia 

sugiere que los microARN no sólo se sintetizan endógenamente, sino que también 

podrían obtenerse de fuentes dietéticas, y que los componentes alimentarios alteran la 

expresión de los genes que sintetizan esos microARN endógenos. Las principales 

matrices de alimentos para estudios de actividad biológica de los microARN dietéticos 

incluyen alimentos vegetales y leche de vaca (Cui et al., 2017). En este estudio, no se 

observaron diferencias significativas entre dietas, sin embargo, al analizar los resultados 

en función del sistema de manejo en las dietas suministradas (pastoreo vs. 

estabulación), se mostraron diferencias significativas en el bta-mir451, con una mayor 

proporción en el sistema de producción en pastoreo. Muroya et al. (2015) observaron 

un aumento en los niveles de expresión del bta-mir451 en el ganado bovino en pastoreo 

y sugieren su utilidad como marcador de pastoreo explicada posiblemente por la 
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adaptación fisiológica del ganado de pastoreo asociadas con la endocitosis, la adhesión 

focal, la guía de axones y una variedad de señalización intracelular.  

Luoreng et al. (2018), observaron una mayor expresión del bta-miR451 en las 

glándulas mamarias infectadas por Staphylococcus aureus, pero una baja expresión en 

las glándulas mamarias infectadas por Escherichia coli, lo que sugiere que desempeña 

diferentes funciones en los mecanismos reguladores de la mamitis causada por estos 

dos tipos de bacterias. Además, sugieren que la expresión de este microARN puede 

diferir dependiendo de la duración de la infección en las glándulas mamarias. En cuanto 

a esto, pudimos observar en nuestro experimento que la leche de pastoreo presentó un 

mayor conteo de células somáticas que los tratamientos en estabulación, lo que podría 

guardar cierta relación con una mayor expresión del bta-mir451 en presencia de 

pastoreo. 

Se ha descrito que el miR-451 humano (has-miR-451) regula la expresión del 

gen ATF2 que es un tipo de factor de transcripción y funciona como carcinogénesis y 

supresor de tumores, dependiendo de su ubicación y contexto celular (Sun et al., 2017), 

además de regular la secreción inflamatoria de citoquinas en la artritis reumatoide 

(Wang et al., 2015) y la expresión del gen MEF2D que participa en la regulación de las 

respuestas inflamatorias (Zhu et al., 2017). Posteriores análisis de la funcionalidad de la 

leche producida en base a pasto, serían necesarios para estudiar estos posibles efectos 

positivos en la salud del consumidor. 
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4.5. CONCLUSIONES  

En conclusión, la modificación de la composición de la leche está asociada al 

sistema de alimentación. Es posible distinguir de las vacas en un sistema de 

alimentación en pastoreo por la variabilidad significativa en el perfil de ácidos grasos, 

así como el contenido de luteína y bta-mir451. Todos se asociaron a la presencia de 

hierba fresca en la dieta, especialmente cuando la hierba se consume en pastoreo. Del 

mismo modo, en las condiciones del experimento, las vacas lecheras en pastoreo 

tuvieron una mayor producción de leche y una mayor concentración de proteínas, 

lactosa, sólidos no grasos, urea y luteína, así como en ácidos grasos insaturados y bta-

mir451. La ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10, la luteína y el microARN bta-mir451 se 

proponen como biomarcadores para identificar los productos lácteos del sistema de 

manejo del ganado en pastoreo. Son necesarios más estudios para establecer los 

valores de la ratio, luteína y bta-mir451 a partir de los cuales permita identificar 

inequívocamente el tiempo de pastoreo a partir del cual se puede considerar leche 

producida en base a pastos. 

 

 



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO 5 

Efecto del tipo de ensilado sobre la capacidad discriminante de los 

marcadores.   
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5. EFECTO DEL TIPO DE ENSILADO SOBRE LA CAPACIDAD 

DISCRIMINANTE DE LOS MARCADORES.  

5.1. INTRODUCCIÓN 

Es necesario cambiar el diseño y la gestión de nuestros sistemas alimentarios, 

ya que desde el punto de vista del consumidor, la calidad de la leche y los productos 

lácteos no se limita al cumplimiento de las medidas sanitarias pertinentes para 

garantizar la seguridad alimentaria y sus propiedades nutricionales, sino también, a 

factores clave como la producción suficiente de alimentos y la alimentación sostenible 

que permitan lograr sistemas de producción ganaderos eficientes y resistentes en 

materia de recursos, con una carga ambiental mínima y una alta calidad del producto, 

que genere valor añadido en el mercado y se refleje en la salud del consumidor 

(Elgersma et al., 2015; Makkar et al., 2016). Esta complejidad requiere la consideración 

de la sostenibilidad como una cuestión social y exige esfuerzos integrados de una 

amplia gama de partes interesadas para capitalizar la fuerza de los sistemas de 

producción ganadera y minimizar el impacto negativo potencial del rápido crecimiento 

de la demanda y la oferta de productos animales. También es imperativo que esos 

esfuerzos sean realistas, equitativos y conscientes de las dimensiones ecológicas, 

socioeconómicas y culturales (Lamminen et al., 2019). 

La calidad nutricional de la leche y los productos lácteos puede ser modificada 

por la dieta animal. La alimentación de las vacas de leche con pastos y forrajes 

representa la forma más natural, sostenible y económica de conseguir mejorar la calidad 

de la leche desde el punto de vista nutricional y de la rentabilidad de las ganaderías 

(Elgersma et al., 2006). Los forrajes frescos afectan las concentraciones de grasas y 

proteínas de la leche y productos lácteos y también contribuyen a su valor nutritivo, a 

sus propiedades sensoriales y características físicas. Son una fuente natural importante 

de vitaminas y ácidos grasos en las dietas de rumiantes, y sus concentraciones en 

especies forrajeras son importantes para determinar su cantidad y su perfil en la leche 

y sus derivados (Elgersma et al., 2013).  

La autosuficiencia de las proteínas utilizadas en la alimentación animal en 

Europa es baja. La proteína es uno de los componentes más caros de las dietas 

animales, con un gran impacto en el coste de producción (Blagojević et al., 2016). Los 

altos precios, la trazabilidad y la preocupación de los consumidores sobre la 

deforestación para el cultivo de materias primas para animales y el uso de fuentes de 

alimento modificados genéticamente, como la harina de soja, han puesto un interés en 

formas más económicas y ecológicas de producir proteínas locales para los mercados 
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de alimentos de animales (Puhakka et al., 2016). Borreani et al. (2009), afirman que 

cultivos anuales de leguminosas como el guisante, las habas o los altramuces utilizados 

para ensilar son una fuente barata de proteína y almidón para el ganado y pueden 

mejorar la eficiencia de los sistemas de producción en las explotaciones lecheras, al 

reducir la necesidad de concentrados. 

Las leguminosas tienen un haz convergente de efectos ambientales positivos, 

incluyendo la fijación de nitrógeno en el suelo, lo que garantiza una menor dependencia 

de fertilizantes minerales que consumen combustibles fósiles; una mayor diversificación 

en la rotación de cultivos, que conducen a la disminución de enfermedades, plagas y 

acumulación de especies arvenses y potencialmente a un aumento de la biodiversidad; 

un menor uso y contaminación del agua y un mayor secuestro de carbono. Todo esto 

permite a los productores una reducción de costes de producción y la protección al 

medio ambiente (Jensen et al., 2010; Preissel et al., 2015; Cellier et al., 2016; Watson 

et al., 2017). 

El haba forrajera (Vicia faba L.) es un cultivo versátil que tiene la capacidad de 

crecer en varias zonas climáticas (Singh et al., 2013) y presenta la mayor capacidad 

promedio de fijación de N2 de las principales leguminosas de grano, cultivadas en la 

estación fría. Como consecuencia, a menudo tiene un alto beneficio en cuanto al 

nitrógeno fijado al suelo para los próximos cultivos, llegando a generar ahorros 

sustanciales de hasta 200 kg N/ha en la cantidad de fertilizante necesario para 

maximizar el rendimiento de los cultivos (Jensen et al., 2010). Además, tiene una alta 

producción anual de forraje, alta concentración de proteínas y alta digestibilidad y, a 

diferencia de la mayoría de las leguminosas, el haba forrajera tiene baja capacidad 

tampón y alto contenido de carbohidratos solubles en agua, que le proporcionan una 

ensilabilidad aceptable (Martínez-Fernández et al., 2010). 

Otra leguminosa a destacar es el guisante forrajero (Pisum sativum L.). Martínez-

Fernández et al. (2016) ponen de manifiesto resultados que muestran que los forrajes 

prehenificados de esta leguminosa antes de la elaboración de los ensilados tienen un 

valor nutritivo superior a las habas forrajeras, con mayor contenido en proteína, menor 

fibra neutro detergente y mayor digestibilidad de la materia orgánica, lo que implica un 

aporte energético superior. Con una capacidad tampón igual a la de las habas forrajeras, 

pero menor contenido de azúcares solubles, los guisantes presentan menos cantidad 

de sustrato para los microorganismos durante la fermentación láctica y, por lo tanto, 

tienen una menor ensilabilidad que las habas forrajeras, clasificados en este estudio 

dentro de la categoría de ensilabilidad media-alta. Piñeiro et al. (2004) evaluaron 
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diversas variedades de guisante forrajero concluyendo que, si su destino es el ensilado, 

es preferible elegir variedades precoces para alcanzar un mayor contenido en materia 

seca en el momento de la cosecha.  

Boufaïed et al. (2003), observaron que las gramíneas tienen mayores 

concentraciones de ácido α-linolénico que las leguminosas y éstas, a su vez, tienen 

concentraciones más altas de ácidos grasos totales, ácido linoleico y ácido palmítico, 

que pueden ser directamente transferidos de los forrajes frescos a la leche (Morand-

Fehr et al., 2007). 

 Muroya et al. (2016), señalaron que diferentes condiciones de alimentación 

(alimentación a base de granos en estabulación frente al pastoreo), pueden modificar la 

expresión de ciertos microARN, lo que sugiere la influencia de la dieta animal en los 

perfiles de los microARN.  

El objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de la inclusión en la dieta, con 

y sin pastoreo, de leguminosas con creciente implantación en la cornisa cantábrica, 

como son el haba y el guisante, sobre la producción y composición de la leche y la 

capacidad discriminante de los marcadores en leche cruda de animales mantenidos en 

diferentes sistemas de producción. 
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5.2. MATERIALES Y MÉTODOS  

5.2.1. Lugar Experimental 

Se llevó a cabo un ensayo in vivo en la Unidad de Leche del Área de Nutrición, 

Pastos y Forrajes del Servicio Regional de Investigación y Desarrollo Agroalimentario 

(SERIDA) de Villaviciosa (Asturias, España), geográficamente localizada a una Latitud 

43º 28’ 20”, Longitud 5º 26’ 10” y una altitud de 10 msnm. Con una extensión total de 23 

ha, la finca experimental del SERIDA posee 13 ha destinadas para pastos permanentes 

y 9 ha que son utilizadas en la rotación de cultivos estacionales.  

Para determinar el efecto del tipo de ensilado sobre la capacidad discriminante 

de los marcadores en leche cruda de animales mantenidos en diferentes sistemas de 

producción, se realizó un ensayo in vivo con vacas en el segundo tercio de lactación. El 

ensayo se llevó a cabo entre el 05 de marzo de 2018 y el 07 de mayo de 2018, con 

tratamientos experimentales que consistían en la oferta de diferentes raciones 

completas mezcladas elaboradas con ensilado y suministradas ad libitum en 

estabulación o pastoreo continúo complementado con oferta de dos horas tras cada 

ordeño de las raciones mezcladas completas de ensilado, obtenidos en los cortes de 

2017 y 2018 en las praderas establecidas con pastos permanentes para hierba fresca y 

pastoreo. 

5.2.2. Diseño Experimental  

El ensayo se llevó a cabo siguiendo un diseño cross-over, con tres periodos de 

19 días cada uno, que se distribuyeron en 13 días de adaptación y seis días de toma de 

muestras y mediciones. 

Se seleccionaron un total de 18 vacas Holstein con un peso vivo medio inicial de 

645 ± 79 kg, 2,2 ± 1,5 lactaciones, 89 ± 40 días de lactación y una producción media 

diaria de 30,6 ± 4,3 kg de leche. Los animales fueron distribuidos homogéneamente en 

seis grupos de tres vacas cada uno, según el número de lactaciones, los días, el peso 

vivo inicial y la producción de leche. Se ordeñaron dos veces al día (07:00 h y 19:00 h) 

por medio de un sistema automático de ordeño con un distribuidor integrado de pienso 

suplementario.  

Se estudiaron seis tratamientos en los que se contrastaron seis manejos:  

1) Estabulación permanente y ración completa mezclada de ensilado de raigrás 

italiano ad libitum,  
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2) Estabulación permanente y ración completa mezclada de ensilado de habas 

ad libitum,  

3) Estabulación permanente y ración completa mezclada de ensilado de 

guisantes ad libitum,  

4) Pastoreo continuo y oferta de dos horas tras cada ordeño de ración completa 

mezclada de ensilado de raigrás italiano,  

5) Pastoreo continuo y oferta de dos horas tras cada ordeño de ración completa 

mezclada de ensilado de habas y,  

6) Pastoreo continuo y oferta de dos horas tras cada ordeño de ración completa 

mezclada de ensilado de guisantes. 

Las seis raciones fueron isoenergéticas e isonitrogenadas. Todos los 

tratamientos fueron complementados con un pienso suplementario distribuido en el 

ordeño a fin de cubrir las necesidades nutricionales de las vacas. La oferta del mismo, 

estaba ajustada a un máximo de 3 kg de pienso por vaca al día. Se procedió a pesar los 

animales del ensayo el primer y último día de la semana de muestreo y a evaluar su 

condición corporal. 

Los animales asignados a los grupos de pastoreo (4, 5 y 6), lo realizaron en una 

pradera polifita naturalizada de 1 ha de superficie. Los ensilados utilizados en las 

raciones completas mezclada provenían de los cortes realizados en el año agronómico 

2017 y 2018 en las parcelas utilizadas para pastoreo. 

5.2.3. Producción de Leche y Control de Ingestión  

5.2.3.1 Ingestión de TMR 

Los controles de ingestión de alimento fueron realizados diariamente durante el 

periodo de muestreo de manera individual, haciendo uso de un sistema de 

monitorización de ingestión voluntaria, a través de 12 balanzas (Mettler Toledo IND 425-

CC300) con una capacidad máxima de 300 kg y una exactitud de ± 100 g, instaladas en 

la zona de alimentación de la estabulación, basándose en un diseño propuesto por Bach 

et al., (2004). Se colocó un cajón de fibra de vidrio de 150 L de capacidad sobre el plato 

de cada balanza, en el cual, se servía la oferta diaria de forraje ensilado. Cada comedero 

tenía situado sobre la parte superior derecha un lector de presencia (CP-15 de 

Circontrol) con un radio de lectura máximo de 15 cm, utilizado para detectar el paso de 

un transponder (TAG CT-50 de Vicic, Circontrol) colocado en la oreja derecha de cada 
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uno de los animales del ensayo, permitiendo determinar así la entrada y salida de las 

vacas en cada comedero y el tiempo utilizado para comer de cada animal. Al mismo 

tiempo, cada balanza registraba simultáneamente las variaciones de peso durante el 

tiempo de permanencia de cada vaca en el puesto de alimentación.  

5.2.3.2. Ingestión de Pienso Suplementario 

El pienso suplementario se ofertaba en la estación automática de alimentación 

instalada en el robot de ordeño (VMS v.2006, Delaval, Suecia). Cada vaca portaba un 

collar con trasponder por lo que las ingestiones individuales quedaban registradas en el 

sistema automático de alimentación. 

5.2.3.3. Ingestión de Hierba 

El consumo de forraje fresco de los animales en pastoreo fue estimado haciendo 

uso del método de rendimiento animal establecido por Macoon et al. (2003), 

determinándolo a partir de los requerimientos de energía neta (ENL) y de los aportes de 

energía del pienso suplementario aportado durante el ordeño, todo esto haciendo uso 

de las ecuaciones de predicción del NRC (2001), como se describe el apartado 4.2.3.3. 

de la presente tesis. 

5.2.4. Toma de Muestras y Análisis  

5.2.4.1. Praderas 

Las parcelas de pastoreo se muestrearon el día anterior a que comenzasen a 

ser pastoreadas por las vacas, siguiendo la metodología desarrollada por Martínez-

Fernández et al (2018) y descrita con anterioridad en el apartado 4.2.4.1. 

Adicionalmente, la hierba en el tratamiento de pastoreo también se muestreó tres días 

del período experimental por el método de pastoreo simulado (hand-plucking), que 

consiste en la estimación mediante la selección del bocado, la ingesta de alimentos y la 

calidad nutritiva de la dieta mediante la simulación observada en las vacas (De Vries, 

1995). Ambas muestras se dividieron en dos submuestras. La primera se secó para 

determinar su materia seca, para estimar su rendimiento (kg MS/ha) y posteriormente 

fue molida a través de un molino Fritsch Pulverisette a un tamaño de partículas de 0,75 

mm para determinar su valor nutritivo. La segunda submuestra fue congelada a -20°C 

para su posterior análisis de ácidos grasos y antioxidantes.  
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5.2.4.2. Ensilado de Raigrás, Ensilado de Habas, Ensilado de Guisantes, 
Raciones TMR y Pienso Suplementario 

La toma de muestras de los ensilados quedó descrita en la sección 4.2.4.2. Las 

raciones TMR, elaboradas diariamente, se muestrearon durante los seis días de 

muestreo antes de ser distribuidas en los comederos. Se tomaron muestras en 

diferentes puntos, para garantizar su homogeneidad y representatividad y se congelaron 

desde su obtención hasta el final del periodo experimental, donde, se descongelaron 

para ser posteriormente mezcladas en una única muestra final por tratamiento. Dicha 

muestra final, se dividió en dos submuestras: la primera de ellas para obtener un análisis 

del valor nutritivo y la segunda para determinar el perfil de ácidos grasos y antioxidantes 

que fueron envasadas al vacío (Tecnotrip EV-15-1CD, Terrasa, España) y se congelaron 

a -20 °C hasta el análisis posterior. 

La toma de muestras de pienso suplementario y leche se realizó como lo descrito 

en los apartados 4.2.4.2 y 4.2.4.3.  

Las determinaciones analíticas de los alimentos y la leche se realizaron de 

acuerdo a lo especificado en el apartado 4.2.5. 

5.2.5. Análisis Estadístico  

Los datos de las variables de ingestión de la materia seca, producción, 

composición química y concentración de ácidos grasos, antioxidantes y microARN de la 

leche obtenidos en el ensayo in vivo fueron analizados conforme a un análisis de 

varianza (ANOVA) a través de un diseño cuadrado latino 3*3, siguiendo un modelo de 

regresión lineal generalizado, en el que el tipo de ensilado con o sin pastoreo (ensilado 

de raigrás, ensilado de habas y ensilado de guisantes) fue considerado como un efecto 

fijo y el periodo y el animal como efectos aleatorios, siguiendo el siguiente modelo: 

Y=μ+Grupo+Periodo+Manejo+Ensilado+(Manejo*Ensilado) +e  

Se consideran diferencias significativas cuando P tenía un valor inferior a 0,05 

(p <0,05). Los análisis estadísticos se realizaron usando el paquete estadístico R (R 

Core Team, 2017). 
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5.3. RESULTADOS 

5.3.1. Composición Botánica e Índices de Diversidad Florística de las 
Parcelas de Pastoreo   

La composición botánica de la parcela utilizada para el pastoreo durante el 

ensayo de alimentación se muestra en la Tabla 5.1. La parcela presenta una amplia 

gama de gramíneas: (Lolium perenne L., Poa sp., Bromus sp., Agrostis sp., Dactylis 

glomerata L.), legumimosas: (Trifolium repens L.) y otras especies: (Cerastium arvense 

L., Veronica chamaedrys L., Taraxacum sp., Geranium molle L., Bellis sp., Malva sp., 

Sonchus sp., Ranunculus sp.). No había hierba en flor y la proporción de material vegetal 

muerto según el muestreo de pastoreo simulado fue de 2,49 %. Agrostis sp., Lolium 

perenne, Bromus sp. y Poa sp. fueron las especies que aparecieron con mayor 

frecuencia. Sin embargo, la mitad de la biomasa vegetal estaba constituido por Agrostis 

sp. 

Tabla 5.1.  Características de las praderas destinadas al pastoreo de las vacas en 
producción durante el ensayo 2018.  

Especies Muestreo Siega (%) Muestreo Pastoreo Simulado (%) 

Especies Sembradas   

Lolium perenne 2,77 6,52 

Trifolium repens 0,45 0,65 

Materia muerta 20,28 2,49 

Flora Arvense   

Poa sp. 10,80 5,43 

Bromus sp. 0,27 6,23 

Agrostis sp. 51,93 51,64 

Dactylis glomerata 0,00 0,67 

Cesastium arvense 0,21 1,79 

Veronica 0,00 0,27 

Taraxacum sp. 3,67 5,10 

Geranium molle 0,59 0,00 

Bellis sp. 0,80 1,23 

Ranunculus sp. 1,89 4,54 

Malva sp. 0,00 1,69 

Sonchus sp. 0,00 2,38 

Otras gramíneas 0,21 0,00 

Otras dicotiledóneas 0,19 0,46 

Restos no identificables  5,96 8,91 
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Comparando ambos tipos de muestreo, se observó que las vacas en pastoreo 

realizaron una selección de especies. Así, incrementaron la proporción de especies 

como el Lolium perenne L., Bromus sp., Taraxacum sp. y Ranunculus sp., mientras que 

había menos proporción de Poa sp. y materia muerta. 

5.3.2. Composición Química de los Ensilados y de la Dieta 

5.3.2.1. Valor Nutritivo y Aporte Energético 

El valor nutritivo y el contenido energético de los ensilados elaborados con los 

forrajes de invierno (raigrás italiano y habas forrajeras y guisantes), se muestran en la 

tabla 5.2. 

Tabla 5.2. Valor nutritivo, aporte energético y parámetros fermentativos de los 
ensilados. 

 Ensilado Raigrás Ensilado Habas Ensilado Guisantes 

Valor nutritivo y aporte energético    

Materia Seca (% MS) 19,21 30,67 26,25 

Materia Orgánica (% MS) 89,15 86,97 84,38 

Proteína Bruta (% MS) 12,22 16,26 20,89 

Fibra Neutro Detergente (% MS) 57,22 46,96 42,53 

Fibra Ácido Detergente (% MS) 33,56 31,28 34,07 

Digestibilidad de la Materia Orgánica (%) 68,04 70,21 75,16 

Energía Metabolizable (MJ/kg MS) 9,70 9,77 10,14 

Energía Neta para Lactación (Mcal/kg MS) 1,45 1,46 1,52 

Parámetros fermentativos    

pH 3,87 4,33 4,81 

N amoniacal (% NH3/NT) 7,35 7,95 15,04 

Ácido láctico (% MS) 7,41 8,59 8,92 

Ácido acético (% MS) 3,98 1,69 2,07 

Ácido butírico (% MS) 1,55 <LOQ <LOQ 

MS: Materia seca; NT: Nitrógeno total; LOQ: Limite de cuantificación 

En la tabla 5.3 se muestra el valor nutritivo y el contenido energético de las 

raciones completas mezcladas de los ensilados elaborados con los forrajes de invierno 

(raigrás italiano y habas forrajeras y guisantes), del forraje verde de la parcela de 

pastoreo según el muestreo de siega y pastoreo simulado y del pienso.   

Como estaba previsto, las tres raciones completas mezcladas fueron 

isoenergéticas e isonitrogenadas.  
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Tabla 5.3. Composición química y estimación energía neta de lactación de la 
ración completa mezclada (TMR), del forraje verde de la parcela de pastoreo y del 
pienso. 

 TMR-R TMR-H TMR-G FV S FV HP Pienso 

Materia Seca (% MS) 36,06 40,63 38,86 15,62 16,17 87,66 

Materia Orgánica (% MS) 90,51 89,86 88,43 87,27 90,52 92,24 

Proteína Bruta (% MS) 14,62 14,51 15,63 15,90 18,6 22,55 

Almidón (% MS) 17,42 18,76 19,5 ND ND 37,65 

Fibra Neutro Detergente (% MS) 42,40 41,53 37,63 49,96 44,04 20,22 

Fibra Ácido Detergente (% MS) 26,81 24,96 23,75 21,84 21,6 8,37 

Energía Metabolizable (MJ/kg MS) 10,39 10,43 10,48 9,94 10,74 12,93 

Energía Neta para Lactación (Mcal/kg MS) 1,56 1,57 1,57 1,49 1,62 1,96 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; FV S: Forraje verde siega; FV HP: Forraje verde pastoreo simulado;  

MS: Materia Seca 

5.3.2.2. Contenido en Ácidos Grasos  

Los ácidos grasos (AG) mayoritarios presentes en las TMR elaboradas con 

ensilado de raigrás, habas, guisantes, en el pasto fresco y en el pienso, fueron el ácido 

palmítico (C16:0), oleico (C18:1 cis-9), linoleico (C18:2 cis-9, cis-12) y linolénico (C18:3 

cis-9, cis-12, cis-15), constituyendo el 93,00; 92,08; 91,57; 87,48 y 94,94%, 

respectivamente (Tabla 5.4). Cerca del 50 % de los AG del forraje verde son en forma 

de ácido linolénico.  
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Tabla 5.4. Perfil de ácidos grasos de los alimentos (g/100g de ácidos grasos). 

 TMR-R TMR-H TMR-G FV Pienso 

10:1 cis-9 0,03 0,04 0,02 0,28 0,02 

11:0 0,11 0,40 1,04 0,21 0,01 

12:0 0,31 0,27 0,29 0,70 0,18 

13:0 0,25 0,18 0,20 0,86 0,01 

14:0 0,48 0,47 0,51 0,62 0,49 

15:0 0,09 0,10 0,11 0,14 0,05 

15:1 cis-10 0,33 0,23 0,28 1,33 0,00 

16:0 16,91 17,79 19,29 18,19 25,33 

16:1n9 cis-7 + 16:1 trans-9 0,48 0,47 0,46 2,31 0,05 

16:1n7 cis-9 0,48 0,43 0,41 0,27 0,14 

17:0 0,18 0,19 0,18 0,28 0,10 

18:0 1,95 2,16 2,38 1,98 2,77 

18:1 cis-9 22,32 21,80 21,89 3,74 28,09 

18:2n6 cis-12 38,05 39,94 40,32 16,50 39,15 

18:3n6 0,06 0,13 0,11 0,11 0,05 

18:3n3 cis-9, cis-12, cis-15 15,72 12,55 10,07 49,05 2,37 

20:0 0,50 0,57 0,60 0,73 0,29 

20:1 cis-9 0,44 0,87 0,08 0,24 0,25 

20:1 cis-11 0,22 0,23 0,51 0,31 0,35 

21:0 0,10 0,11 0,13 0,17 0,05 

22:0 0,48 0,48 0,50 1,08 0,13 

23:0 0,09 0,10 0,13 0,15 0,03 

24:0 0,38 0,41 0,44 0,65 0,09 

24:1n9 0,06 0,09 0,06 0,11 0,01 

∑ AGS 21,82 23,23 25,79 25,75 29,52 

∑ AGMI 24,36 24,15 23,71 8,58 28,91 

∑ AGPI 53,83 52,61 50,50 65,67 41,56 

Ratio AGPI:AGS 2,47 2,27 1,96 2,55 1,41 

Ratio n6:n3 2,42 3,18 4,00 0,34 16,54 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; FV: Forraje verde; AGS: Ácidos grasos saturados; AGR: Ácidos grasos ramificados; 

AGMI: Ácidos grasos monoinsaturados; AGPI: Ácidos grasos poliinsaturados. 
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5.3.2.3. Contenido en Antioxidantes  

En la Tabla 5.5. se muestran los valores medios en vitaminas E y carotenoides 

(xantofilas y carotenos) de las muestras tomadas durante el ensayo de primavera 2018 

de las raciones completas mezcladas, el pasto fresco y el pienso.  

Tabla 5.5. Perfil de antioxidantes de los alimentos (mg/kg MS). 

 TMR-R TMR-H TMR-G FV Pienso 

Neoxantina 0,99 0,7 0,61 14,97 0,04 

Violaxantina 0,39 0,31 0,46 13,28 <LOQ 

Anteraxantina 1,05 0,76 0,66 1,58 0,01 

Luteína 25,83 16,4 20,49 62,45 0,43 

Zeaxantina 2,07 1,51 2,82 3,21 0,07 

Β-Criptoxanthin 0,1 0,1 0,1 0,57 0,04 

∑-trans-β-Carotenos 5,28 3,15 2,4 30,81 0,09 

9-cis-β-Carotenos 1,76 1,1 0,5 6,28 0,06 

13-cis-β-Carotenos 0,6 0,44 0,34 3,44 0,08 

α-tocoferol 7,22 6,91 7,11 9,64 2,83 

γ-tocoferol 3,46 3,34 2,83 1,6 4,29 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; FV: Forraje verde; LOQ: Limite de cuantificación 

5.3.3. Variables de Producción 

En la tabla 5.6 se muestran los resultados del peso vivo inicial y final y el 

consumo medio de los alimentos en los tratamientos en estabulación y pastoreo 

estudiados. Los tratamientos estudiados no mostraron diferencias significativas en la 

variación de peso.  

Los consumos de materia seca de las raciones TMR fueron similares en las 

vacas en estabulación y en las de pastoreo, con una media de 19,57 y 9,53 kg de MS 

al día, respectivamente. El consumo de pienso suplementario fue mayor (p <0,05) en 

las vacas con los tratamientos en estabulación, aunque se pudo observar un alto 

consumo en las vacas en pastoreo que incluían la TMR de guisantes respecto a las 

otras dos TMR en este manejo. El consumo diario de hierba en pastoreo fue más 

elevado (p <0,001) con el tratamiento de la TMR de habas forrajeras. Estas diferencias 

en el consumo de hierba provocaron que el consumo de materia seca total mostrase 

diferencias significativas entre tratamientos (p <0,01), siendo mayor en los animales 

alimentados con las TMR en pastoreo frente a los animales estabulados.  
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Tabla 5.6. Peso vivo corporal (Kg), variación de peso (kg/día) y consumos de 
materia seca (kg/día) de las vacas en función de la ración ofertada. 

 
Estabulación TMR Pastoreo + TMR 

eer D P D*P 
R H G R H G 

Peso Vivo Inicial  653,9 654,6 652,7 648,6 654,3 646,9 73,6 1,000 0,851 0,992 

Peso Vivo Final  658,2 657,2 655,2 648,8 664,2 652,3 73,4 0,999 0,930 0,944 

Incremento Peso  0,72 0,44 0,43 0,04 1,65 0,91 2,157 0,708 0,573 0,422 

Consumos:       

TMR 18,65a 19,94a 20,12a 9,24b 9,48b 9,88b 4,321 0,000 0,000 0,928 

Concentrado 2,78a 2,82a 2,80a 2,59c 2,60c 2,68b 0,074 0,000 0,000 0,195 

Pastoreo HP 0,00c 0,00c 0,00c 12,17b 16,24a 10,47b 4,205 0,000 0,000 0,118 

Total MSI 21,43b 22,76ab 22,92ab 24,00ab 28,32a 23,04ab 5,714 0,187 0,084 0,367 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; P: Pastoreo; eer: Error estándar residual; D: Dieta; HP: Hand-plucking; MSI: Materia 

seca ingerida; a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas: p <0,05. 

5.3.4. Producción y Composición de la Leche 

En la tabla 5.7 se presentan los valores de producción y composición de la leche 

producida por las vacas alimentadas con los diferentes tratamientos durante el ensayo, 

con la presencia o no del pastoreo. La producción diaria total de leche y el contenido de 

grasa no se vieron afectados por los diferentes tratamientos, aunque con el pastoreo se 

observó una tendencia a una mayor producción de leche (30,1 kg/día vs 28,2 kg/día con 

y sin pastoreo respectivamente, p <0,1). Sin embargo, el contenido de proteínas y urea 

disminuyó en el manejo con pastoreo (p <0,001). Del mismo modo, con la inclusión del 

ensilaje de leguminosas, la concentración de proteína disminuyó (p <0,01) y la urea 

aumentó (p <0,001) en la leche, especialmente en los animales estabulados. El manejo 

con pastoreo provocó un incremento significativo en las células somáticas de la leche. 

 

  



Capítulo 5 

138   

 

Tabla 5.7. Producción y composición de la leche de acuerdo al sistema de 
alimentación.  

 
Estabulación TMR Pastoreo + TMR 

eer D P D*P 
R H G R H G 

Leche (kg/d) 28,3 28,5 27,9 30,2 30,1 30,1 4,16 0,706 0,096 0,983 

Grasa (g/kg) 4,1 4,4 4,3 4,1 4,1 4,2 0,38 0,564 0,177 0,512 

Proteína (g/kg) 3,8a 3,6ab 3,6abc 3,5bc 3,5c 3,5bc 0,16 0,004 0,001 0,280 

Lactosa (g/kg) 4,8 4,7 4,8 4,8 4,8 4,8 0,14 0,784 0,389 0,480 

ESM (g/kg) 9,3a 9,2ab 9,2ab 9,1b 9,1b 9,1b 0,18 0,025 0,003 0,397 

Urea (mg/kg) 253bcd 272bc 325a 234d 238cd 278b 33,42 0,000 0,000 0,474 

Células (x1000/mL) 39,9 65,9 42,2 138,1 173,3 196,4 194,20 0,357 0,028 0,898 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; P: Pastoreo; eer: Error estándar residual; D: Dieta; a, b, c Letras distintas indican 

diferencias significativas: al valor de p indicado 

5.3.4.1. Perfil de Ácidos Grasos de la Leche 

En la tabla 5.8 se exponen los valores medios del perfil de AG en la leche de 

vacas alimentadas con diferentes raciones completas mezcladas y en los dos tipos de 

manejo. Se observaron fuertes cambios relacionados con el consumo de diferentes tipos 

de ensilado en la dieta y el manejo con y sin pastoreo, con una mayor concentración de 

ácidos grasos saturados (AGS) en los tratamientos sin pastoreo (69,89 g/100g AG vs 

64,98 g/100g AG, p <0,001) y una mayor concentración en los tratamientos con 

leguminosas de ácidos grasos monoinsaturados (AGMI): 27,03 g/100g AG y  

26,19 g/100g AG vs 25,81g/100g AG para Habas, Guisante y Raigrás respectivamente,  

p <0,001, poliinsaturados (AGPI): 4,20 g/100g AG y 4,11 g/100g AG vs 3,94 g/100g AG 

para Habas, Guisante y Raigrás respectivamente, p <0,001, y en la suma de CLA  

(1,42 g/100g AG y 1,34 g/100g AG vs 1,25 g/100g AG para Habas, Guisante y Raigrás 

respectivamente, p <0,001, así como en la ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10, 8,31, 

7,66 vs 7,08, para las dietas con guisantes, habas y raigrás respectivamente, p <0,001. 
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Tabla 5.8. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) de acuerdo al sistema 
de alimentación. 

 
Estabulación TMR Pastoreo + TMR 

eer D P D*P 
R H G R H G 

4:0 5,08a 5,23a 5,31a 4,57ab 4,33b 4,17ab 0,381 0,056 0,004 0,678 

6:0 2,44ab 2,41ab 2,48a 2,22bc 2,13c 2,22bc 0,125 0,028 0,001 0,926 

8:0 1,30a 1,23ab 1,28ab 1,22ab 1,18b 1,19b 0,050 0,093 0,011 0,818 

10:0 3,16 2,87 2,93 3,03 2,88 2,92 0,184 0,417 0,619 0,766 

10:1 cis-9 0,46 0,41 0,46 0,40 0,43 0,41 0,035 0,220 0,067 0,201 

11:0 0,10 0,08 0,08 0,09 0,07 0,07 0,016 0,323 0,545 0,989 

12:0 3,94 3,41 3,58 3,76 3,58 3,62 0,279 0,328 0,817 0,546 

12:0 iso 0,14 0,11 0,12 0,12 0,12 0,11 0,020 0,658 0,529 0,498 

12:0 anteiso 0,03b 0,04b 0,04b 0,05a 0,05a 0,05a 0,004 0,000 0,000 0,141 

12:1 0,18 0,15 0,16 0,17 0,17 0,16 0,022 0,812 0,865 0,538 

13:0 0,16 0,14 0,13 0,14 0,13 0,13 0,023 0,706 0,431 0,929 

13:0 iso 0,17abc 0,20ab 0,21a 0,15c 0,17bc 0,16bc 0,018 0,038 0,005 0,602 

14:0 12,11 11,48 11,55 11,82 12,01 12,08 0,549 0,609 0,347 0,365 

14:0 iso 0,27b 0,29b 0,27b 0,33a 0,34a 0,33a 0,019 0,001 0,000 0,788 

14:1 cis-9 1,29 1,13 1,23 1,11 1,21 1,16 0,109 0,390 0,275 0,171 

14:0 anteiso 0,59b 0,62b 0,59b 0,72a 0,73a 0,70a 0,042 0,003 0,000 0,888 

15:0 1,23 1,17 1,16 1,19 1,17 1,16 0,097 0,957 0,785 0,917 

15:0 iso 0,39b 0,49a 0,47a 0,38b 0,39b 0,38b 0,033 0,004 0,001 0,087 

15:1 cis-10 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,002 0,143 0,124 0,098 

16:0 34,05a 31,61a 32,88a 27,44b 27,80b 28,26b 1,422 0,001 0,000 0,263 

16:1 cis-7 + 18:1 
trans 

0,18b 0,18b 0,16b 0,24a 0,23a 0,22a 0,018 0,002 0,000 0,735 

16:1 cis-9 2,04 1,87 1,94 1,61 1,69 1,65 0,274 0,367 0,042 0,740 

16:0 iso 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,004 0,399 0,175 0,725 

16:1 cis-11 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,003 0,920 0,589 0,625 

16:0 anteiso 0,37c 0,42ab 0,39bc 0,43a 0,43a 0,41ab 0,021 0,021 0,006 0,144 

17:0 0,48 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51 0,020 0,469 0,243 0,356 

17:1 cis-9 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,019 0,994 0,605 0,986 
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Tabla 5.8. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) de acuerdo al sistema 
de alimentación (continuación). 

 

 
Estabulación TMR Pastoreo + TMR  

eer D P D*P 
R H G R H G 

18:0 6,71b 8,22a 7,63ab 8,89a 8,17a 8,11ab 0,778 0,090 0,039 0,077 

18:1 trans-4 + 
18:1 trans-5 

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,002 0,771 0,289 0,669 

18:1 trans-6 + 
18:1 trans-9  

0,40b 0,49a 0,44ab 0,45ab 0,48a 0,45ab 0,041 0,222 0,377 0,421 

18:1 trans-10 0,28 0,31 0,27 0,29 0,29 0,27 0,029 0,540 0,962 0,630 

18:1 trans-11 0,86d 1,12c 0,93cd 3,22b 3,42ab 3,54a 0,138 0,000 0,000 0,158 

18:1 trans-12 0,25c 0,32a 0,25c 0,27abc 0,30ab 0,27bc 0,027 0,050 0,686 0,472 

18:1 trans-13 + 
18:1 trans-14 

0,32 0,35 0,33 0,33 0,34 0,28 0,038 0,386 0,338 0,502 

18:1n9 cis-9 15,80d 17,29bc 16,79cd 18,28ab 18,42a 17,87ab 0,590 0,002 0,000 0,114 

18:1 cis-10 + 18:1 
trans-15 

0,22 0,24 0,22 0,23 0,25 0,24 0,029 0,856 0,399 0,885 

18:1n7 cis-11 0,56 0,55 0,50 0,58 0,56 0,53 0,052 0,577 0,440 0,951 

18:1 cis-12 0,22ab 0,26a 0,26a 0,16b 0,18b 0,16b 0,032 0,009 0,001 0,598 

18:1 trans-16 0,21c 0,30b 0,24c 0,34ab 0,37a 0,31b 0,025 0,000 0,000 0,130 

18:2 trans-9, 
trans-12 

0,04b 0,05b 0,04b 0,07a 0,08a 0,08a 0,009 0,001 0,000 0,934 

18:2 cis-9, cis-12 1,65 1,83 1,81 1,49 1,51 1,54 0,176 0,129 0,012 0,729 

c9.t11-CLA 0,54c 0,60c 0,52c 1,48b 1,67a 1,67ab 0,100 0,000 0,000 0,236 

Otros isómeros 
CLA 

0,17c 0,22a 0,19b 0,19b 0,23a 0,19b 0,013 0,001 0,065 0,297 

CLA trans, trans 0,03b 0,03b 0,03b 0,08a 0,09a 0,07a 0,011 0,000 0,000 0,311 

18:3n3 0,35b 0,37b 0,34b 0,56a 0,56a 0,56a 0,051 0,000 0,000 0,830 

18:3n6 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,04 0,006 0,476 0,111 0,916 

20:0 0,16 0,25 0,21 0,22 0,16 0,15 0,065 0,403 0,360 0,176 

20:1 cis-9 0,00c 0,01bc 0,00c 0,02ab 0,02a 0,02a 0,005 0,001 0,000 0,831 

20:1n9 cis-11 0,03b 0,05ab 0,03b 0,04ab 0,06a 0,04b 0,011 0,031 0,016 0,847 

20:3n3 0,26a 0,24a 0,26a 0,19b 0,17b 0,17b 0,015 0,000 0,000 0,636 

20:5n3 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,003 0,888 0,649 0,881 
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Tabla 5.8. Perfil de ácidos grasos (g/100 g ácidos grasos) de acuerdo al sistema 
de alimentación (continuación). 

 

 
Estabulación TMR Pastoreo + TMR  

eer D P D*P 
R H G R H G 

20:2n6 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,005 0,398 0,264 0,532 

20:3n6 0,15a 0,15a 0,15a 0,10b 0,10b 0,09b 0,018 0,002 0,000 0,717 

20:4n6 0,02ab 0,03a 0,02b 0,02b 0,02b 0,02b 0,004 0,044 0,048 0,163 

21:0 0,05 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05 0,005 0,203 0,405 0,051 

22:0 0,03d 0,05b 0,05c 0,06a 0,06a 0,06b 0,003 0,000 0,000 0,000 

22:5n3 0,09 0,08 0,10 0,10 0,09 0,09 0,012 0,644 0,842 0,432 

22:6n3 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,006 0,813 0,905 0,876 

22:2n6 0,05bc 0,04c 0,04c 0,07a 0,06ab 0,07a 0,009 0,004 0,000 0,607 

23:0 0,03c 0,03abc 0,03bc 0,04abc 0,04a 0,04ab 0,005 0,041 0,005 0,979 

24:0 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,009 0,225 0,530 0,172 

24:1n9 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,004 0,777 0,852 0,433 

∑ AGS 71,05a 68,80a 69,83ab 65,29c 64,35c 65,31c 1,128 0,000 0,000 0,552 

∑ AGR 1,97b 2,17 2,09ab 2,21a 2,24a 2,16ab 0,098 0,073 0,023 0,290 

∑ AGMI 23,53b 25,29b 24,48b 28,08a 28,76a 27,90a 0,937 0,000 0,000 0,527 

∑ AGMI cis 20,76b 21,92ab 21,58ab 22,55a 22,93a 22,19a 0,719 0,048 0,007 0,390 

∑ AGMI trans 2,37c 2,95b 2,52bc 5,06a 5,36a 5,26a 0,260 0,000 0,000 0,521 

AGMI cis + trans 0,40bc 0,42abc 0,38c 0,47a 0,47a 0,46 0,034 0,037 0,002 0,816 

∑ AGPI 3,44b 3,74b 3,59b 4,43a 4,65a 4,63a 0,249 0,000 0,000 0,915 

Σ CLA 0,74c 0,85c 0,75c 1,76b 1,99a 1,93ab 0,107 0,000 0,000 0,415 

∑ n6 1,98ab 2,17a 2,13ab 1,81b 1,81b 1,86ab 0,180 0,112 0,010 0,682 

∑ n3 0,72bc 0,71c 0,71c 0,86a 0,84ab 0,84ab 0,060 0,023 0,001 0,990 

Ratio AGPI:AGS 0,05b 0,05b 0,05b 0,07a 0,07a 0,07a 0,004 0,000 0,000 0,956 

Ratio n6:n3 2,74a 3,05a 2,99a 2,13b 2,16b 2,22b 0,186 0,000 0,000 0,450 

Ratio AGI:AGS 0,38b 0,42b 0,40b 0,50a 0,52a 0,50a 0,023 0,000 0,000 0,652 

Ratio 18:1 trans-
11: C18:1 trans-
10 

3,15c 3,66c 3,36c 11,01b 11,65b 13,26a 0,661 0,000 0,000 0,040 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; P: Pastoreo; eer: Error estándar residual; D: Dieta; CLA: Ácido linoleico conjugado; 

AGS: Ácidos grasos saturados; AGR: Ácidos grasos ramificados; AGMI: Ácidos grasos monoinsaturados; 
AGPI: Ácidos grasos poliinsaturados; a, b, c Letras distintas indican diferencias significativas:  

al valor de p indicado. 
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5.3.4.2. Perfil de Antioxidantes de la Leche  

El contenido de antioxidantes liposolubles según el sistema de alimentación se 

muestra en la Tabla 5.9. No se observaron diferencias significativas en la vitamina A 

(retinol) debido al tipo de sistema de alimentación. Sin embargo, se observaron 

diferencias significativas en la vitamina E (tocoferol) debido al efecto del pastoreo. La 

leche de las vacas de pastoreo tenía una mayor concentración de luteína y 

β-criptoxantina que las vacas que solo se alimentaban en estabulación (p <0,01). 

Aunque no hubo diferencias en la concentración de carotenos entre los tratamientos, se 

observó una proporción más elevada en vacas en pastoreo.  

Tabla 5.9. Composición de antioxidantes liposolubles (mg/kg de leche) según el 
sistema de alimentación. 

 
Estabulación TMR Pastoreo + TMR 

eer D P D*P 
R H G R H G 

Retinol 852,41 746,82 893,10 771,00 721,03 827,20 233,300 0,698 0,611 0,978 

α-Tocoferol 1005,05 1170,53 1180,74 1372,41 1412,15 1644,63 303,000 0,231 0,031 0,820 

γ-Tocoferol 89,62bc 98,97ab 128,67a 59,50d 66,92cd 61,44cd 16,300 0,003 0,000 0,135 

Luteína 7,67b 11,09b 8,53b 25,72a 30,39a 21,48ab 7,449 0,014 0,001 0,744 

Zeaxantina 0,71 0,76 0,57 1,84 1,67 1,76 0,795 0,227 0,017 0,948 

β-Criptoxantina 1,83b 1,51b 1,39b 3,09a 3,55a 3,33a 0,583 0,002 0,083 0,480 

∑-trans-β-Caroteno 148,50 149,66 119,42 217,45 241,99 244,99 69,490 0,194 0,015 0,782 

9-cis-β-Caroteno 0,92b 1,08b 0,57b 1,35ab 2,03ab 2,72a 0,831 0,082 0,013 0,233 

13-cis-β-Caroteno 3,30 3,90 2,38 6,22 6,75 7,55 2,635 0,181 0,015 0,696 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; P: Pastoreo; eer: Error estándar residual; D: Dieta; a, b, c Letras distintas indican 

diferencias significativas: al valor de p indicado. 

5.3.4.3. Perfil de microARN de la Leche  

La validación de los normalizadores utilizados en el análisis de los resultados 

obtenidos en este experimento, se explica en el apartado 4.3.4.3.1, donde los 

candidatos más óptimos de referencia para la fracción de la grasa y de las células 

obtenidos, son usados de igual manera en este estudio.  

La capacidad para diferenciar la influencia de la inclusión en la dieta, con o sin 

pastoreo, de diferentes tipos de ensilados (raigrás, haba forrajera y guisantes) de los 

microARN de la fracción grasa y de las células de la leche se muestra en las Tablas 

5.10 y 5.11, respectivamente. No se observó ningún efecto de diferenciación significativo 

de la dieta en ninguno de los microARN estudiados en la fracción de la grasa, sin 
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embargo, el bta-mir451 es capaz de diferenciar entre tratamientos en estabulación o 

pastoreo (Tabla 5.10). 

Tabla 5.10. Composición de microARN en grasa según el sistema de alimentación. 

 

Estabulación TMR Pastoreo + TMR 
eer D P D*P 

R H G R H G 

btamir148a 1,44 1,40 1,22 1,40 1,45 1,29 0,454 0,867 0,887 0,923 

btamir155 1,31 1,56 0,89 1,71 1,68 1,73 1,578 0,854 0,299 0,795 

btamir215 1,33 1,20 1,57 1,04 1,14 1,86 0,824 0,299 0,935 0,579 

btamir369 2,46 4,69 5,31 3,60 1,70 2,68 4,103 0,411 0,207 0,257 

btamir451 1,94ab 0,94b 1,07ab 4,00ab 10,45a 7,97ab 9,110 0,153 0,016 0,467 

btamir7863 1,33 1,41 1,51 1,05 0,92 1,40 0,914 0,715 0,226 0,821 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; P: Pastoreo; eer: Error estándar residual; D: Dieta; a, b, c Letras distintas indican 

diferencias significativas: al valor de p indicado. 

 

Diferencias significativas se observaron entre dietas con una mayor proporción 

del bta-mir451 en los tratamientos con ensilado de guisante (p <0,01) en ambos tipos 

de manejo. Además, se observaron diferencias significativas del bta-mir103 (p <0,05) y 

bta-mir155 (p <0,01) y del bta-mir451 (p <0,01) al comparar la leche de las vacas en 

pastoreo con la leche de las vacas en estabulación (p <0,01).  

Tabla 5.11. Composición de microARN en células según el sistema de 
alimentación. 

 

Estabulación TMR Pastoreo + TMR 
eer D P D*P 

R H G R H G 

btamir103  1,03 0,99 1,23 1,99 2,16 1,70 1,347 0,304 0,026 0,727 

btamir107 0,56 0,85 0,72 1,07 1,30 0,94 0,839 0,510 0,101 0,855 

btamir155  0,80 0,80 0,97 1,59 1,67 1,63 0,961 0,132 0,004 0,948 

btamir197  3,60 1,79 0,65 6,97 1,30 2,73 7,135 0,479 0,402 0,712 

btamir2284  2,65 1,29 0,76 2,05 0,99 1,37 2,474 0,603 0,888 0,745 

btamir2285  0,49 2,56 0,73 5,35 1,70 8,32 9,080 0,414 0,116 0,370 

btamir3432  25,27 3,31 1,41 2,40 1,36 4,83 28,310 0,443 0,366 0,347 

btamir451  1,31 0,51 2,19 4,84 5,06 6,26 3,341 0,002 0,000 0,899 

btamir574  2,19 2,15 1,75 1,50 2,78 2,81 2,096 0,717 0,544 0,433 

TMR-R: Ración completa mezclada; TMR-H: Ración completa mezclada habas; TMR-G: Ración completa 
mezclada guisantes; P: Pastoreo; eer: Error estándar residual; D: Dieta; a, b, c Letras distintas indican 

diferencias significativas: al valor de p indicado. 
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5.4. DISCUSIÓN 

Existe un creciente interés en el uso de las leguminosas forrajeras en Europa 

debido a la necesidad de los productores de adaptar la gestión de los modelos de 

producción animal a las condiciones económicas y políticas cambiantes y a la demanda 

de una sociedad interesada en productos de mejor calidad con sistemas de producción 

con un reducido impacto en el medio ambiente (Peeters et al., 2006). La suplementación 

proteica de las vacas lecheras es esencial y representa un desafío la búsqueda de 

formas más económicas y ecológicas de alimentos proteicos para la nutrición animal, 

con miras a la disminución de costes de producción (Puhakka et al., 2016; Ramin et al., 

2017). Las leguminosas son vistas como una alternativa de reducir la compra de 

insumos, principalmente fertilizantes nitrogenados, por su capacidad para aumentar la 

calidad y el rendimiento de los cultivos posteriores, por sus múltiples beneficios 

medioambientales, pero también, porque promueven la disminución en el uso de 

concentrados proteicos para alimentación animal (Peeters et al., 2006; Preissel et al., 

2015).  

El haba forrajera (Vicia faba L.) y los guisantes (Pisum Sativum L.), son 

leguminosas de grano que ofrecen la posibilidad de aumentar la autosuficiencia proteica 

local en áreas donde las posibilidades de otros cultivos proteicos son limitadas, para el 

ganado monogástrico y rumiante (Rinne et al., 2020). El alto contenido de humedad de 

las leguminosas en el momento óptimo para su aprovechamiento hace que estos 

cultivos no sean adecuados para el ensilado directo y, por lo tanto, requieren un período 

de presecado, con el fin de disminuir la producción de efluentes y de esta manera reducir 

las pérdidas de materia seca. Además, el presecado beneficia la fermentación, ya que 

una materia seca más alta afecta el crecimiento de microorganismos deseables y la tasa 

de fermentación (Borreani et al., 2009).  

Las proteínas de las leguminosas forrajeras, en particular el haba forrajera y los 

guisantes, están sujetas a una degradación rápida y extensa en el rumen (Blagojević et 

al., 2016). Cabe destacar que las leguminosas contienen concentraciones apreciables 

de taninos condensados en forma de proantocianidinas y cuyo papel en la nutrición 

animal es controvertido. Las concentraciones bajas a moderadas precipitan las 

proteínas vegetales solubles y las protegen así contra la degradación del rumen, pero 

si las proteínas están demasiado unidas a los taninos no se digieren en el intestino 

delgado, es decir una alta concentración de taninos condensados, tiende a disminuir la 

digestibilidad de la proteína. Sin embargo, los niveles más bajos de taninos 

condensados, que se encuentran típicamente en algunas leguminosas, se consideran 
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beneficiosos para los rumiantes al proteger las proteínas de la hidrólisis en el rumen y 

aumenta la absorción de aminoácidos en el intestino delgado (McDonald et al., 2011; 

Rinne et al., 2020). También se ha demostrado que disminuyen significativamente tanto 

las emisiones de metano como las infecciones por nematodos en rumiantes debido a la 

actividad antihelmíntica (Novobilsky et al., 2013; Jayanegara et al., 2015; Hatew et al., 

2016). En algunos trabajos han sido relacionados con la disminución de la ingestión 

voluntaria. Estudios realizados por Jiménez-Calderón et al. (2020) con raciones 

elaboradas con un intercultivo de haba-colza, mostraron una reducción significativa en 

la ingestión voluntaria en comparación con raciones elaboradas con raigrás italiano. Sin 

embargo, el efecto de los taninos depende de la concentración, y esta a su vez de la 

especie, variedad y órgano de la planta (Baizán et al., 2018). 

Diferentes estudios señalan un mayor potencial de ingestión de materia seca en 

el ensilado de leguminosas y un incremento en la producción de leche en comparación 

con el ensilado de hierba (Frame et al., 1998; Steinshamn, 2010). Estas diferencias han 

sido relacionadas con una tasa de digestión de la fibra más rápida en el rumen y 

posiblemente una mejora en el equilibrio entre aminoácidos y energía metabolizable en 

los nutrientes absorbidos (Ramin et al., 2017). Las leguminosas tienen una menor 

concentración de fibra neutro detergente y una mayor tasa de degradación de la fibra 

neutro detergente digerible en el rumen y de lignina que las gramíneas, es por esto que, 

las leguminosas tienen una digestibilidad de la materia orgánica in vitro similar al nivel 

más bajo de la fibra neutro detergente potencialmente digerible de los pastos (Weisbjerg 

y Søegaard 2008). Estas diferencias en el contenido de la fibra de la pared celular y la 

estructura química de la fibra son probablemente las razones de la superioridad del 

ensilado de leguminosas (Steinshamn, 2010). Los estudios de fermentación del rumen 

han demostrado que las diferencias descritas anteriormente dan como resultado un 

menor llenado y una mayor tasa de paso del rumen, lo que explica una mayor capacidad 

de ingesta en las leguminosas que en las gramíneas (Dewhurst et al., 2003, Kuoppala 

et al., 2009). En este estudio, no se observaron diferencias significativas en la 

producción y en el consumo de las raciones que incluyeron ensilado de leguminosas en 

la ración en comparación con la ración que incluyó ensilado de raigrás italiano, mientras 

que el consumo fue ligeramente mayor en los tratamientos que incluían pastoreo, al 

igual que una tendencia a una mayor producción de leche (30,1 kg/d vs 28,2 kg/d con y 

sin pastoreo respectivamente). 

Steinshamn (2010) señaló un menor contenido de grasa láctea en dietas a base 

de ensilado de leguminosas que con dietas a base de pasto, lo que puede deberse a 

isómeros de ácidos grasos producidos durante la biohidrogenación del rumen. Algunos 
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ácidos grasos intermediarios en la vía de biohidrogenación inhiben la síntesis de grasa 

láctea (Bauman y Griinari, 2003, Bauman et al. 2008), y algunos autores han reportado 

mayores concentraciones de estos productos intermedios en la leche de vacas 

alimentadas con leguminosas (Vanhatalo et al., 2007). Los ácidos grasos de cadena 

larga inhiben la síntesis ex novo de los ácidos grasos de la leche y, por lo tanto, 

contribuye a reducir el contenido de grasa de la leche. El contenido en grasa de la leche 

en nuestro experimento no se vio afectada por los diferentes tratamientos a base de 

ensilados de leguminosas o raigrás, tanto con o sin pastoreo. 

Los contenidos en proteína y urea disminuyeron con el pastoreo. Asimismo, la 

inclusión de ensilado de leguminosas incrementó la de urea en la leche, especialmente 

en los animales estabulados. Las altas cantidades de sustancias fácilmente 

fermentables, como el almidón y los azúcares solubles, pueden disminuir el pH ruminal 

y aumentar las concentraciones de ácidos grasos volátiles en el rumen, afectando 

negativamente a la actividad microbiana (Mould et al., 1983). Un mayor contenido de 

almidón en las raciones a base de ensilados de leguminosas pudo haber aumentado la 

digestión del almidón en el intestino delgado, incrementando en consecuencia la 

absorción de glucosa del intestino y una mayor concentración de glucosa en sangre 

para la síntesis de proteínas (Puhakka et al., 2016). De igual manera, existe una 

correlación positiva entre la concentración de propiónico y la proteína en la leche (Rook, 

1979) debido a que favorece la disponibilidad de aminoácidos.  

El contenido de urea en la leche es un reflejo del consumo de proteína dietética 

y del metabolismo ruminal, así como del funcionamiento del hígado y el riñón (Wittwer 

et al.,1999; Salcedo-Díaz y Villar-Bonet, 2015) de manera que, niveles elevados de este 

parámetro pueden ser atribuidos a un exceso de proteína en la dieta o a una ineficiente 

utilización de la misma (Vicente, 2002). El contenido en urea de la leche procedente de 

la ración elaborada con ensilado de guisantes fue mayor que la de las otras dietas, estos 

valores se encontraron por encima del rango considerado como óptimo  

(210 y 320 mg urea/L) según Salcedo-Díaz y Villar-Bonet (2015). Factores como la 

relación proteína/energía de la dieta o la relación proteína no degradable/degradable en 

el rumen pueden afectar al contenido de urea en leche (Baker et al., 1995). En trabajos 

similares (Jiménez-Calderón, 2017; Baizán, 2019) en los que se utilizaron ensilados de 

haba forrajera también se obtuvieron como resultado concentraciones de urea más 

elevadas que las observadas en la leche producida con ensilados de raigrás italiano, 

por lo que un nivel alto de urea en la leche también puede estar relacionado al uso de 

ensilados de leguminosas que presentan mayores contenidos en nitrógeno amoniacal. 
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Las concentraciones de lactosa y el conteo de células, sin diferencias entre tratamientos, 

se mantuvieron dentro de los valores recomendados. 

En los pastos frescos, el C18:3 n-3 representa entre el 50 y el 75% de su 

contenido total de ácidos grasos (Hawke, 1973); el C18:2 n-6 y el ácido palmítico (C16:0) 

son los siguientes más abundantes (McDonald et al., 2011). En el raigrás, el C18:3 n-3 

representa entre el 55 y el 66% de los ácidos grasos totales (Bauchart et al., 1985). 

Boufaïed et al., (2003) encontraron que los pastos tienen mayores concentraciones de 

C18:3 n-3 que las leguminosas y estás a su vez, tienen mayores concentraciones de 

ácidos grasos, C18:2 n-6 y C16:0. Sin embargo, observaron una gran variación dentro 

de las familias Poaceae y Fabaceae. Estos resultados guardan estrecha relación con 

los resultados obtenidos en las praderas utilizadas para pastoreo en este estudio, donde 

el ácido linolénico constituyó el 49 % del total de AG cuantificados y el perfil de AG 

encontrados se mantuvo similar en los otros ácidos grasos mayoritarios de la hierba, 

como son los ácidos palmítico y linoleico. En los perfiles de las raciones completas 

mezcladas volvieron a destacar los ácidos linoleico, oleico, palmítico y linolénico, que 

alcanzaron de promedio una suma total próxima al 92 % de todos los AG presentes.  

La concentración y composición de ácidos grasos de la leche, están 

estrechamente relacionadas con la dieta suministrada a los animales (Kalač y Samková, 

2010; Morales-Almaráz et al., 2011). Las diferencias de las raciones en este 

experimento se pueden reflejar en los perfiles de ácidos grasos de la leche, donde se 

pone en evidencia que el forraje verde es la principal fuente de ácidos grasos 

poliinsaturados de la dieta de los rumiantes (Khan et al., 2012). 

En el perfil de ácidos grasos de la leche se observaron fuertes cambios 

relacionados con el consumo de diferentes tipos de ensilado en la dieta y al manejo con 

y sin pastoreo. Una mayor concentración de ácidos grasos saturados (AGS) se pudo 

observar en los tratamientos sin pastoreo, donde el ácido palmítico, que ha sido 

relacionado con el aumento en el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Praagman 

et al., 2016), presentó una menor concentración en las raciones a base de ensilados, y 

el ácido oleico, que promueve efectos favorables para la salud humana como 

antiaterogénico (Alothman et al., 2019), se vio beneficiado con un aumento en su 

concentración en las mismas raciones. Una mayor concentración en la leche producida 

en los tratamientos con leguminosas de ácidos grasos monoinsaturados (AGMI) y 

poliinsaturados (AGPI), concuerda con el incremento en la proporción de estos ácidos 

en la leche de vacas alimentadas con ensilado de leguminosas (trébol rojo) en 

comparación con el ensilado de hierba, respuestas que se asociaron con reducciones 
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concomitantes en concentraciones de C10:0 a C16:0 (Vanhatalo et al., 2007). La 

biohidrogenación del rumen de los ácidos grasos poliinsaturados puede verse reducida 

en las dietas de leguminosas debido a la reducción de la lipólisis mediada por la acción 

de la enzima polifenol oxidasa presente en las plantas, un requisito previo de la 

hidrogenación microbiana del rumen de los ácidos grasos insaturados (Lee et al. 2003), 

lo que puede explicar los niveles mejorados de ácidos grasos poliinsaturados, en la 

leche de vacas alimentadas con ensilado de leguminosas. Por otro lado, el aumento de 

la tasa de paso del rumen en las leguminosas hace menos extensa la biohidrogenación, 

aumentando las proporciones de ácidos grasos poliinsaturados (Dewhrust et al., 2003; 

Larsen et al., 2012). En este estudio, se observó que cuando se sustituye el ensilado de 

raigrás italiano por ensilado de leguminosas, especialmente con haba forrajera, la grasa 

de la leche tiene una mayor proporción de ácidos grasos insaturados y que, además, la 

práctica del pastoreo en la alimentación de las vacas influye directamente en la 

composición de la leche, mejorando su calidad al aumentar la proporción de la suma de 

CLA, en particular el ácido ruménico, así como la ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10, 

proporcionando de esta manera un perfil de ácidos grasos más saludable para el 

consumidor, ya que se le atribuyen efectos beneficiosos potenciales debido a sus 

actividades anticarcinogénicas, antiaterogénicas, inmunomoduladoras, efectos 

protectores contra la obesidad y la diabetes (Yang et al., 2015). La hierba verde 

consumida por los animales es especialmente rica en ácido linolénico, que es 

ampliamente biohidrogenado en el rumen a ácido vaccénico (C18:1 trans-11) y 

finalmente a ácido esteárico (C18:0). El ácido vaccénico a su vez se desatura en la 

glándula mamaria para producir el isómero predominante naturalmente del CLA, el ácido 

ruménico y el ácido esteárico se desatura en ácido oleico (Elgersma, 2015). Existe una 

fuerte relación entre las concentraciones de ácido ruménico y ácido vaccénico en la 

leche de vaca, con una concentración de ácido vaccénico de 2 a 2,5 veces la de ácido 

ruménico (Elgersma et al., 2006). Las concentraciones de CLA en la leche de vacas 

alimentadas con pastos pueden ser dos (Kelly et al., 1998) a cinco (Dhiman et al., 1999) 

veces superiores a las de las vacas a las que se les da TMR. 

Los ácidos grasos linoleico y linolénico son los precursores de las series  

omega-6 (araquidónico) y omega-3 (eicosapentaenoico, docosapentaenoico y 

docosahexaenoico), denominados ácidos grasos esenciales, ya que no son sintetizados 

por el cuerpo humano y son fundamentales para el desarrollo y el crecimiento, además 

de desempeñar un papel clave en la prevención y manejo de enfermedades coronarias 

y ser antiinflamatorios, antitrombóticos y antiaterogénicos, además exhiben propiedades 

neuroprotectoras, apoyando el envejecimiento saludable (Patterson et al., 2012; Dyall, 
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2015). Una proporción elevada de la relación n-6/n-3 conlleva un mayor riesgo de 

diabetes tipo 2, aumento de las enfermedades coronarias y obesidad (Thorsdottir et al., 

2004; Simopulos, 2013; Simopulos, 2016). La relación n-6/n-3 en la leche de vaca se 

representa esencialmente por las concentraciones de los dos isómeros más abundantes 

el ácido linoleico vs. ácido linolénico. Una relación n-6/n-3 más baja es indicativa de una 

dieta basada en forraje (Elgersma, 2015) y de un perfil lipídico más saludable. En este 

estudio, la relación más baja correspondió a la leche producida con ensilado de raigrás 

y una vez más queda demostrado que la presencia del pastoreo guarda relación directa 

con las concentraciones encontradas en el experimento.  

El forraje verde contiene vitaminas liposolubles con propiedades antioxidantes, 

como el α-tocoferol y β-caroteno (provitamina A, Ballet et al., 2000), y antioxidantes 

como la luteína (Elgersma et al., 2013), que pueden ser directamente transferidas a la 

leche (Morand-Fehr et al., 2007). Los antioxidantes desde el punto de vista de los 

mecanismos de estrés oxidativo, presentan efectos beneficiosos relacionados con una 

amplia gama de procesos de enfermedades crónicas y agudas, como las enfermedades 

cardiovasculares, el cáncer, las enfermedades neurodegenerativas y otras 

enfermedades (Willcox et al., 2004; Grażyna et al., 2017). La leche de las vacas 

alimentadas con pasto contiene altos niveles de antioxidantes como el α-tocoferol 

(vitamina E) y β-caroteno (Agabriel et al., 2007; Slots et al., 2009). Havemose et al. 

(2004) observaron que la leche de vacas alimentadas con ensilado de hierba tenía 

mayores concentraciones de antioxidantes β-caroteno, luteína, zeaxantina y α-tocoferol 

que la leche de vacas alimentadas con ensilado de maíz. Lindqvist et al. (2012) y 

Mogensen et al. (2012) demostraron que el contenido de α-tocoferol de la leche está 

determinado principalmente por el contenido de α-tocoferol en el forraje. En el contenido 

de antioxidantes liposolubles en este estudio no se observaron diferencias significativas 

en la vitamina A debido al tipo de sistema de alimentación. Sin embargo, se observaron 

diferencias significativas en la vitamina E debido al efecto del pastoreo. La leche de las 

vacas en pastoreo tenía una mayor concentración de luteína y β-criptoxantina que las 

vacas alimentadas solo con ensilados. Aunque, no hubo diferencias en la concentración 

de carotenos entre los tratamientos, se observó una mayor proporción en las vacas en 

pastoreo. Diferentes estudios han informado que el contenido de β-carotenos y 

vitaminas liposolubles era incluso cuatro veces mayor en la leche de las vacas en 

pastoreo que en la leche de vacas alimentadas con una TMR o una alta proporción de 

concentrado (Noziére et al., 2006; Butler et al., 2008). 

Se sabe que los microARN regulan la expresión génica mediante 

emparejamiento de bases con sus secuencias complementarias de ARN mensajeros 
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que conducen a la inhibición de la transcripción y afectan a varios procesos fisiológicos 

(Bartel et al., 2009; Romao et al., 2011). Se les atribuyen múltiples funciones biológicas, 

dentro de las cuales están relacionados con la apoptosis, la regulación de la inmunidad 

innata y adaptativa en humanos y animales y con algunas enfermedades como el 

cáncer, diabetes y trastornos neurodegenerativos (Ameres & Zamore, 2013; Golan-

Gerstl et al., 2017; Mobuchon et al., 2017; Reddy et al., 2017). La dieta es conocida por 

afectar muchos rasgos fenotípicos en rumiantes como la tasa de crecimiento y la calidad 

y composición de la leche y carne (Romao et al., 2012), los microARN se sintetizan 

endógenamente, sin embargo, se piensa que podrían obtenerse de fuentes dietéticas, 

y que los componentes alimentarios alteran la expresión de los genes que sintetizan 

esos microARN endógenos (Cui et al., 2017). En este estudio, en la fracción grasa de la 

leche no se observaron diferencias significativas entre dietas, sin embargo, al analizar 

los resultados en función del sistema de manejo en las dietas suministradas (pastoreo 

vs. estabulación), se encontraron diferencias significativas en el bta-mir451, con una 

mayor proporción en el sistema de producción en pastoreo. En cuanto a la fracción de 

células de la leche, se observaron diferencias significativas entre tratamientos en el bta-

mir451 y en función del sistema de manejo en las dietas suministradas (pastoreo vs. 

estabulación) en el bta-mir103, bta-mir155 y bta-mir451. Romao et al. (2012) 

encontraron un aumento en la regulación del bta-mir103 en novillos alimentados con 

dieta alta en grasas, lo que sugiere que un cambio en el contenido de grasa dietética 

puede alterar su expresión y desempeñar un papel regulador en el tejido adiposo bovino. 

En contraste, Tudisco et al., (2019) no encontraron influencia en la expresión del 

miRNA103 en cabras alimentadas en pastoreo. Este microARN se une al ARNm de la 

cavernolina-1, un factor que regula la sensibilidad a la insulina (Trajkovski et al., 2011). 

Por su lado el bta-mir155 se encuentra expresado de manera idéntica en los exosomas 

de la leche humana y bovina y está relacionado con el sistema inmunitario (Oh et al., 

2017) y con enfermedades como cáncer de mama, carcinoma hepatocelular asociado a 

la hepatitis C, linfoma difuso de células B grandes, enfermedad de Parkinson, cáncer de 

próstata (Melnik y Schmitz, 2019). En estudios realizados por Muroya et al. (2015) y 

Luoreng et al. (2018), se señala un aumento en la expresión del bta-mir451 en el ganado 

bovino en pastoreo y en las glándulas mamarias infectadas por Staphylococcus aureus, 

respectivamente. Esto sugiere su utilidad como marcador molecular de pastoreo y en 

los mecanismos reguladores de la mamitis. En el humano regula la expresión del gen 

ATF2 relacionado con la supresión de tumores (Sun et al., 2017), además de regular la 

secreción inflamatoria de citoquinas en la artritis reumatoide (Wang et al., 2015) y las 

respuestas inflamatorias a través de la expresión del gen MEF2D (Zhu et al., 2017).  
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5.5. CONCLUSIONES 

Las vacas lecheras de pastoreo tienden a tener una mayor ingesta de materia 

seca y una mayor producción de leche y tienen una menor concentración de proteína, 

así como un menor contenido de urea que las vacas lecheras en estabulación. Estos 

resultados demuestran que los perfiles de ácidos grasos, antioxidantes y algunos 

microARN están relacionados con la alimentación de las vacas. Cuando se sustituye el 

ensilado de raigrás italiano por ensilado de leguminosas, la grasa de la leche tiene una 

mayor proporción de ácidos grasos insaturados, especialmente con la inclusión de 

ensilado de haba en la ración. La práctica del pastoreo en la alimentación de las vacas 

influye directamente en la composición de la leche, mejorando su calidad al disminuir la 

proporción de AGS e incrementar el contenido en AGI, AGMI, AGPI y CLA, 

proporcionando de esta manera un perfil de ácidos grasos más saludable. De igual 

manera, las concentraciones de antioxidantes se vieron influenciadas por la dieta con 

una mayor proporción de luteína y β-criptoxantina en la leche de las vacas de pastoreo 

sin influencia del tipo de ensilado. Los microARN bta-mir103, bta-mir155 y bta-mir451 

son capaces de diferenciar la leche producida en base a pastos con independencia de 

la ración base.  
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6. RECAPITULACIÓN FINAL Y FUTURAS LÍNEAS DE 

INVESTIGACIÓN 

6.1. RECAPITULACIÓN FINAL  

Los modelos de producción lecheros están en un constante cambio, una buena 

gestión de los recursos y la optimización de la producción son claves para la 

autosostenibilidad de los sistemas de producción ganaderos. Como se ha podido 

observar a lo largo de la realización de la presente Tesis Doctoral, la utilización de pastos 

y forrajes en la alimentación del ganado lechero, no solo puede representar una 

excelente manera de disminuir los costes de alimentación, sino también es una vía 

importante para modificar la composición de la leche, asociada al sistema de 

alimentación. Los resultados obtenidos confirman que es posible distinguir la leche de 

las vacas que están bajo un sistema de producción en pastoreo o a base de pastos y 

forrajes por la variabilidad significativa en los perfiles de ácidos grasos, antioxidantes y 

por la expresión de algunos microARN. 

Cuando se comparó el modo de aporte de la hierba en pastoreo, fresca en corte 

y acarreo o ensilada en la alimentación de las vacas lecheras, se pudo observar la 

estrecha relación que guarda con la modificación de la composición de la leche con 

mayores proporciones en el contenido de ácidos grasos de interés como el ácido 

ruménico y ácido vaccénico y con una ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10 de 18,34 vs 

13,08 y 10,35 para vacas en pastoreo, corte y acarreo y ensilado. Sin embargo, una 

caída en la producción relacionada con un déficit de energía metabolizable, deja claro 

que el uso del pasto fresco o ensilado como único ingrediente de la ración no cumple 

con los requerimientos nutricionales y/o energéticos para las vacas que producen 30 kg 

de leche/día como las utilizadas en este estudio. 

La suplementación proteica de las vacas lecheras es una parte esencial de un 

modelo de producción animal rentable, el uso de leguminosas como cultivo de invierno 

en lugar de raigrás italiano aporta mayor cantidad de proteína en la ración y permite 

alcanzar niveles de producción óptimos, con una disminución en el uso de los 

concentrados para la alimentación animal y una menor dependencia de fertilizantes 

nitrogenados, todo esto con un reducido impacto ambiental. El uso de leguminosas 

forrajeras como alternativa sostenible al raigrás italiano se sustenta por un mayor 

aprovechamiento de los recursos generados en la explotación, lo que puede representar 

una opción para el desarrollo sostenible de los sistemas de producción de leche.  
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Una de las principales ventajas encontradas en la utilización de ensilados de 

leguminosas (habas o guisantes) como base de la ración en relación con el ensilado de 

raigrás italiano es que además de no afectar la ingestión voluntaria y mantener los 

niveles de producción de las vacas lecheras, son capaces de mejorar la calidad y 

composición de la leche, a través de una mejora en los perfiles de ácidos grasos de la 

grasa de la leche con una mayor proporción de ácidos grasos monoinsaturados (AGMI): 

27,03 g/100g AG y 26,19 g/100g AG vs 25,81g/100g AG para Habas, Guisante y Raigrás 

respectivamente, p <0,001, poliinsaturados (AGPI): 4,20 g/100g AG y 4,11 g/100g AG 

vs 3,94 g/100g AG para Habas, Guisante y Raigrás respectivamente, p <0,001, y en la 

suma de CLA (1,42 g/100g AG y 1,34 g/100g AG vs 1,25 g/100g AG para Habas, 

Guisante y Raigrás respectivamente, p <0,001, así como en la ratio  

C18:1 trans-11/C18:1 trans-10, 8,31, 7,66 vs 7,08, para las dietas con guisantes, habas 

y raigrás respectivamente, p <0,001. Sin embargo, el empleo del pastoreo en los 

sistemas de alimentación de las vacas ejerce una influencia mucho más directa y 

marcada en la composición y calidad de la leche, al disminuir la proporción de AGS e 

incrementar el contenido en AGI, CLA y las concentraciones de antioxidantes con una 

mayor proporción de luteína y β-criptoxantina sin influencia del tipo de ensilado y 

regulando la expresión de microARN como el bta-mir451. 

En los ensayos realizados se observó que la presencia del pastoreo en la 

alimentación de las vacas es una fuente natural de ácidos grasos y vitaminas en la dieta 

y que sus concentraciones son importantes para determinar su cantidad y su perfil en la 

leche, mejorando su calidad al disminuir la proporción de AGS e incrementar el 

contenido en AGI, AGMI, AGPI y CLA, proporcionando de esta manera un perfil de 

ácidos grasos más saludable, a la vez que se incrementaron las concentraciones de 

antioxidantes con una mayor proporción de luteína en la leche de las vacas de pastoreo 

y aumentando la expresión del microARN bta-mir451. Señalado como un marcador 

prometedor para una posible certificación de la leche en base a pasto al igual que la 

ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10. 

  



Recapitulación final y futuras líneas de investigación 

  157 

 

6.2. FUTURAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN 

Gracias a los ensayos realizados en la presente tesis podemos decir que la 

modificación de la composición de la leche está estrechamente asociada al sistema de 

alimentación, a la presencia de pastos y forrajes y más directamente a la presencia de 

la práctica de pastoreo, proponiendo así, como posibles biomarcadores para identificar 

la leche del sistema de manejo del ganado en pastoreo, la ratio  

C18:1 trans-11/C18:1 trans-10 y el bta-mir451. Por ello, son necesarios más estudios 

que permitan establecer el valor de la ratio y la expresión del bta-mir451 a partir de los 

cuales se pueda identificar inequívocamente el tiempo de pastoreo a partir del cual se 

puede considerar una leche producida en base a pastos. 
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7. CONCLUSIONES.  

A partir del trabajo experimental desarrollado en la presente Tesis Doctoral y de 

la evaluación de los resultados obtenidos, podemos concluir que: 

Es posible distinguir un sistema de alimentación en pastoreo, ya que muestra 

inequívocamente una mejora en la composición del perfil de ácidos grasos aumentando 

la proporción del ácido vaccénico y ruménico y de antioxidantes liposolubles como la 

luteína, relacionados a la presencia de la hierba fresca en la dieta, especialmente 

consumida en pastoreo y en menor medida, al uso de hierba fresca en corte y acarreo 

o al uso de ensilado de hierba.  

Cuando se sustituye el ensilado de raigrás italiano por ensilado de leguminosas 

(Haba o guisante), la grasa de la leche tiene una mayor proporción de ácidos grasos 

insaturados, especialmente con la inclusión de ensilado de haba en la ración. La práctica 

del pastoreo en la alimentación conjuntamente con una adecuada suplementación 

energética de la dieta con raciones completas mezcladas a base de ensilados de 

leguminosas (haba o guisante) y un moderado nivel de concentrado permite mantener 

un rendimiento óptimo en la producción lechera con una mejora en la calidad de la 

composición de la leche, al aumentar la proporción de AGI, AGMI, AGPI y CLA y 

antioxidantes liposolubles como la luteína y β-criptoxantina, proporcionando de esta 

manera perfiles más  saludables para los consumidores. 

Mediante el presente trabajo, se ha demostrado que la modificación de la 

composición de la leche está asociada al sistema de alimentación y que el uso de 

leguminosas como el haba forrajera y los guisantes son alternativas viables al raigrás 

italiano, que resultan más sostenibles para el medio ambiente al reducir el uso de 

insumos por su capacidad fijadora de nitrógeno y como fuente proteica para la 

alimentación del ganado, al mismo tiempo que son capaces de modificar el perfil de 

ácidos grasos y antioxidantes liposolubles de la leche, haciendo de ésta un producto 

más saludable para los consumidores. A su vez, la presencia de la práctica de pastoreo 

en la alimentación influye directamente en la composición de la leche, mejorando su 

perfil de ácidos grasos y antioxidantes y aumentando la expresión del bta-mir451. 

La presencia del pastoreo en la alimentación del ganado lechero aumenta la 

expresión del bta-mir451 e incrementa la ratio C18:1 trans-11/C18:1 trans-10 y la 

proporción de luteína, por lo cual se proponen como biomarcadores para identificar los 

productos lácteos del sistema de manejo del ganado en pastoreo.  
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The Mode of Grass Supply to Dairy Cows Impacts on Fatty Acid and Antioxidant 
Profile of Milk 
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Abstract: The optimization of milk production includes a rational use of forages, respect 

for the environment and offers the best quality to consumers. Milk production based on 

grass and forages produces healthier milk and it is widely spread throughout the Atlantic 

arc to maximize milk yield per hectare. However, the mode of offering the grass can have 

a major influence on milk composition. The aim of this study was to evaluate the effect 

of grass supply mode (grazing, zero-grazing or ensiling) on dairy cows’ performance, 

with particular reference to fatty acids and fat-soluble antioxidants concentration. A three 

by three Latin square experiment was performed with 18 dairy cows. Experimental 

treatments consisted of exclusive feeding with grass silage and zero-grazing, both 

offered ad libitum indoors, or grazing for 24 h. The results showed that grazing cows had 

a higher dry matter intake and greater milk yield than cows feeding on grass silage and 

zero-grazing, as well as higher concentrations of protein, lactose, nonfat-solids and urea 

in milk than housed cows. Milk fat from grazing cows had a higher proportion of 

unsaturated fatty acids than from cows feeding on grass silage and zero-grazing, with 

significant differences in the proportion of vaccenic and rumenic acids. The 18:1 trans-

11 to 18:1 trans-10 ratio is proposed as biomarker to identify the milk produced from the 

management system of grazing cattle. Milk from grazing cows had a greater proportion 

of lutein than cows eating grass silage, with the zero-grazing system having intermediate 

values. In conclusion, the mode of grass supply affects fatty acid and antioxidant profiles 

of milk. 

Keywords: grass silage; zero-grazing; grazing; milk; antioxidants; fatty acids 
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