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RESUMEN (en espaiiol)

Las conexiones entre alimento, salud animal, nutricién animal y productos animales saludables
para consumo humano, como la leche, implican una investigacion multidisciplinar. En este
sentido, la presencia de ciertos AG de la leche ha adquirido enorme interés dados sus efectos
positivos en la salud humana. En el apartado Experimental 1 de la presente Tesis Doctoral, se
ha desarrollado la implementaciéon de una metodologia para la cuantificacion de AG de interés
en leche. Se ha estudiado la obtenciéon de la fraccion lipidica mediante una centrifugacion y
ultracentrifugacién. Posteriormente se ha optimizado y evaluado el proceso de
trasnsmetilacion/extracciéon mediante catélisis basica a diferentes temperaturas. Dichos
procesos se han validado por comparacion de los resultados con el método de referencia, que
incluye una extraccion de la fraccion lipidica mediante disolventes organicos. El método de
analisis mediante GC-MS empleado para la cuantificacién de los ésteres metilicos de AG asi
obtenidos, se optimizé para adecuarlo a los AG de interés. Los resultados obtenidos indican
que la temperatura no afecta al nimero de AG identificados, aunque si a la reproducibilidad del
método, y que el desarrollo de una metodologia alternativa a temperatura ambiente, cumple los
criterios de precision y exactitud establecidos por la Norma ISO15885/IDF184.

En el estudio Experimental 2, se desarrollé un procedimiento de extraccion/metilacion de AG en
leche en un solo paso, mediante el empleo del MW como alternativa al método convencional.
Se probaron digestiones en medio &cido (AD) para leche y fraccion lipidica y en medio basico
(BD) en muestras de fraccion lipidica. El primer fue la optimizacién secuencial de las
condiciones experimentales, tanto instrumentales (T y t), como quimicas (ratio
muestra/disolvente). Se analizaron estadisticamente los resultados y se establecieron las
condiciones mas favorables para AD y BD. Se evalué la exactitud y la precisiéon del método
mediante un material de referencia (grasa de mantequilla). En base a los resultados obtenidos,
la metodologia BD se considera la seleccionada, estudiando como punto final su
reproducibilidad como método de andlisis, resultando ser satisfactoria al cumplir los criterios de
evaluacion de resultados de la Norma I1SO15885/IDF 184.

Siguiendo en la linea de la mejora de las caracteristicas nutricionales de los alimentos se ha
desarroliado el apartado Experimental 3. En él se describe la influencia de la suplementacion
de la dieta de vacuno lechero con Se organico, con la finalidad de aumentar su concentracion
en leche y su posible repercusion sobre el contenido de los oligoelementos Zn, Cu, Coy I. Su
ingesta regular permitird una nutricién mas equilibrada. El ensayo fue realizado con tres dosis
diferentes de Se: DO o grupo sin suplementacién (grupo control), D1, D2 y D3 con contenidos
crecientes de Se en la racién. Para el control de metales traza y |, se puso a punto una
metodologia que lleva asociado el ataque por MW para eliminar la materia organica de las
muestras de leche y el posterior andlisis mediante ICP-MS. Para los metales traza se utiliz6 un
método de digestion de MW &cido y para el | bésico. El método fue validado mediante el
andlisis de un material de referencia certificado. Los resultados mostraron que el contenido en
Se experimenta una rapida respuesta, aumentando rapidamente y alcanzando el séptimo dia
de ensayo el 100% del nivel de estabilizacién para D1 y el 80% de D2. Sin embargo, para el
grupo D3 con dosis mas alta, los niveles de Se aumentan hasta el final del experimento. Los

| grupos con dosis D2 y D3 obtienen recuperaciones de Se que alcanzan en la primera semana
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del ensayo el 15% de la CDR para este elemento. En cuanto al Co, Zn y |, no mostraron
efectos significativos para la interferencia con Se a ninguna de las dosis estudiadas, sin
embargo, se observa que el contenido en Cu total experimenta un descenso a medida que se
incrementa la concentracion de Se en leche.

En la seccion Experimental 4 se describe el desarrollo y la evaluacion de modelos
quimiométricos NIRS para la caracterizacion de la leche de vaca a pie de campo. La finalidad
es desarrollar una metodologia analitica basada en la tecnologia NIRS que permita establecer
un control de calidad “in-situ” y a tiempo real de las producciones lecheras a nivel de
explotacion. Empleando un espectrofotometro portatil MicroPHAZIR, se llevo a cabo la puesta a
punto y optimizacién de la recogida de informacién espectral, se ensayaron diferentes
pretratamientos de las muestras de leche y se optimizaron las condiciones instrumentales de
medida con el objetivo de obtener una sefial espectral satisfactoria. Se desarrollaron
ecuaciones de calibracién NIRS, realizando un pretratamiento de la sefial espectral y aplicando
modelos de regresion lineales multivariantes. Los mejores resultados se obtuvieron recogiendo
el espectro de la leche sin pretratamiento utilizando una cubeta de 17 mm. Las condiciones
instrumentales mas adecuadas fueron 80 barridos a promediar por espectro y tres espectros
por muestra de leche. Los estadisticos de las ecuaciones de calibraciéon desarrolladas ponen
de manifiesto que es posible la prediccion cuantitativa del contenido en grasa, proteina y el
ESM.

Posteriormente, se evalu6 la transferencia de los modelos desarrollados en el equipo
MicroPhazir, Master, a otro equipo similar, Satélite. Se evaluaron diferentes matrices de
estandarizacién con diversos grupos de muestras en funcién de la distancia al centro
poblacional y se desarrollaron los correspondientes algoritmos de clonacién hasta conseguir el
mejor ajuste posible de los espectros del equipo satélite a los del master. En términos del
estadistico RMS(C) los mejores resultados los mostré la matriz desarrollada con 10 espectros
de muestras de leche. La evaluacion de la transferencia se llevé a cabo sobre una coleccion de
40 muestras de leche. Los SED (errores estandar de las diferencias) entre los dos equipos
alcanzaron una gran reduccién que oscila entre mas del 85% para la grasa, el 40% para
proteina y casi el 30% para lactosa y ESM.

RESUMEN (en Inglés)

The connection of food, animal health, animal nutrition and healthy animal products, as cow
milk, involves a complex multidisciplinary research. In this sense, milk fatty acids presence has
acquired enormous interest due to their positive effects on human health.

Experimental part 1 of the present Doctoral Thesis consists in the implementation of a
methodology to achieve the goal previously proposed for milk fatty acid analysis. The study
covers lipid fraction separation by centrifugation and ultracentrifugation and
transmethylation/extraction optimization under acidic and basic catalysis and different
temperatures. Both processes were validated against reference methodology that applies
organic solvents for lipid fraction extraction.

GC-MS program used for chromatographic analyses was optimized for resolution of the fatty
acids of interest in the research project associated to this study. The results obtained showed
no temperature effect on the fatty acids of interest, but on reproducibility. Room temperature
methodology met precision and accuracy criteria established by 1ISO15885/IDF184, after its
validation using a reference material.

In the experimental part 2, a one-step transmethylation/extraction methodology applying
microwave energy was developed as an alternative to conventional processes. Acidic (AD) and
basic (BD) digestions were tested on two types of samples: liquid milk and lipid fraction aliquots
for the acidic digestion and lipid fraction aliquots for basic digestion. Experimental conditions
were optimized in operation sequence, temperature, time and finally sample/solvent ratio.
Results were statistically analyzed and the best conditions were chosen for AD and BD.
Precision and accuracy were evaluated by comparison with a reference material (butter fat).
From the basis of the results so obtained, BD methodology was selected and its reproducibility
was tested meeting the goals established by the ISO 15885/IDF 184 norm.

Experimental part 3 focuses on improving human diet nutritional improvement, specifically for
elder people. The influence of organic Selenium dairy ration supplementation in milk was
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studied concluding that its consumption will help to obtain a more equilibrated nutrition. The
effect of this Se supplementation on other trace elements in milk, as Zn, Cu, Co and | was also
studied.

This study was carried out with four different Se supplementation dosages: DO without Se
supplementation (control group), D1, D2 and D3 with increasing Se supplementation on total
mixed ration. The methodology applied for the analysis consisted on a microwave basic or
acidic digestion (in order to remove organic matter) followed by ICP-MS quantification. Basic
digestion was applied for | and acidic for Co, Cu, Se and Zn. Method validation was carried out
using a certified reference material. The results showed that the average Se content in milk rose
quickly reaching on day 7, 100 % on D1 and 80% on D2 of steady-state level. Nevertheless, for
the highest D3 dosage, Se level increased until the end of the experiment after 63 days of Se
supplementation. D2 and D3 dosages groups reached 15% of RDV for Se in the first
experiment (8.3 ug Se /100 ml milk). The Co, Zn and | contents did not show significant effects
at any Se supplementation level, however, Cu level decreased when Se concentration in milk
increased.

Experimental part 4 is carried out in order to develop and evaluate NIRS models for milk
characterization in-situ (on-line). Portable MEMS-NIRS sensors are useful tools for the
Precision Dairy Farming concept based on managing production optimization in dairy farming.
NIRS technology stands out as a high potential tool with high sensor capabilities.

Samples of raw milk were used for the scanning optimization. Different simple milk pre-
treatments were tested and instrumental conditions were optimized in order to get optimal
spectra information. Scanning was carried out with a portable spectrophotometer MicroPHAZIR
(1596 a 2396 nm) with 1mm wide cuvette and 17mm wide cuvette reflective aluminum.

NIR calibration equations were developed with spectra pretreatment and linear multivariate
regression models. The best results were obtained using the 17mm wide cuvette, averaged of
80 scans and 3 spectra per sample. Equations statistics so obtained showed good prediction for
fat, protein and fat free dry matter. Lactose presented the lowest RSQ due to its narrow
variability range. After calibrations models were obtained, the transference from MicroPhazir
SERIDA instrument (Master one) to another similar MicroPhazir from the University of Cordoba
(slave one). Several cloning sets were developed in order to get the best spectral adjustment
between Master and Slave instruments, using 20 milk samples. Different sample groups were
used focusing on their GH, with only one sample (GH=0), with 10 and 20 samples. In terms of
RMS(C) values, 10 samples group showed the best results. Transfer evaluation was carried out
with 40 milk samples group. Standard error of differences SED) were reduced in 85% for fat,
40% for protein and around 30% for lactose and free fat dry matter.

To summarize, the present work can be considered a summary of different analytical strategies
for characterization of milk, a basic component of human diet.
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l. INTRODUCCION



I.1. HISTORIA

El consumo humano de la leche de origen animal comenzé hace mds de 11000 aios
con la domesticacion del ganado durante el llamado éptimo climdtico. Este proceso
se dio en especial en oriente medio, impulsando la revolucidn neolitica. El primer
animal que se domesticd fue la vaca, a partir del Bos primigenius, después la cabra,
aproximadamente en las mismas fechas, y finalmente la oveja. Existen hipdtesis que
afirman que esto supuso un cambio fundamental en los hdbitos alimentarios de las
poblaciones cazadoras-recolectoras, que pasaron de alimentarse con ingestas
abundantes pero esporddicas, a recibir aportes diarios de carbohidratos. Hay teorias
que plantean que este cambio hizo que las poblaciones euro-asidticas se volviesen
mds resistentes a la diabetes tipo dos y mds tolerantes a la lactosa, en comparacién
con otras poblaciones humanas, que sélo mds recientemente, conocieron los
productos derivados de la ganaderia. La revolucidon industrial en Europa, alrededor de
1830, trajo la posibilidad de transportar la leche fresca desde las zonas rurales a las
grandes ciudades, gracias a las mejoras en los fransportes. Con el tiempo, han ido
apareciendo nuevos instrumentos en la industria de procesado de la leche. Uno de los
mds conocidos es el de la pasteurizacion, sugerida para la leche por primera vez en
1886 por el guimico agricola alemdn, Franz von Soxhlet. Estas innovaciones han
conseguido que la leche tenga unos tiempos de conservacion mds predecibles y un

procesado mds higiénico (Wilbey, 1993).

La leche es el Unico alimento de los animales mamiferos durante el primer periodo de
sus vidas. Les proporciona la energia y materiales estructurales esenciales para su
crecimiento. La primera secrecidn que produce la vaca tras el parto se denomina
calostro y difiere bastante en composicion de la leche que excretard cuatro o cinco
dias después del parto. El calostro contiene anticuerpos que protegen al ternero de
posibles infecciones, hasta que su propio sistema inmunoldgico se haya desarrollado.
Un ternero necesita aproximadamente unos 1000 L de leche para su crecimiento,
siendo ésta la cantidad de leche que producian las vacas primitivas (Manual de
Industrias Lacteas, 1996). Hoy en dia, la mejora genética ha dado lugar a vacas con
producciones incluso superiores a 9000 L de leche en cada periodo de lactacién,
habiendo ejemplares que llegan a alcanzar los 14000 L (Walsh et al., 2011). Una ternera
alcanza su madurez sexual entre los siete u ocho meses. Es fertilizada entre los catorce
y los dieciocho meses con un periodo de gestacion de nueve meses (promedio de 285
dias). Solamente después del primer parto comenzard a producir leche, ésta es
secretada en la ubre de la vaca (figura 1.1.1), compuesta de tejido glandular que

contiene un gran nimero de diminutas vejigas (alrededor de dos mil millones) llamadas
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alvéolos. En las paredes de estos Ultimos se encuentran las células productoras de
leche. Los capilares que salen de los alvéolos convergen en conductos de leche que
aumentan de tamano progresivamente y que fluyen hasta una cavidad situada
encima del pezdn, denominada cisterna de la ubre. Esta puede llegar a contener
hasta el 30% de la leche total de la ubre. Esta cisterna tiene una extension que recorre
el interior del pezdn, llamada cisterna del pezdn. Este canal estd cerrado entre los

ordefnos mediante un esfinter que evita el goteo de leche y la entrada de bacterias en

la ubre.
.»'r" *,' )
' '}i,- oy 2w,
: &
y 1
4
' 2
- 3
Figura 1.1.1. Vista de una ubre seccionada. 1. Cisterna de la ubre. 2. Cisterna del

pezodn. 3. Canal del pezdn. 4. Alvéolos. (Fuente: Manual de Industrias Ldcteas 1996).

En cuanto a la produccién mundial de leche, segin la FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2015), en el aio 2013 ésta alcanzd los 636 millones
de toneladas, siendo Estados Unidos vy la India los mayores productores, aportando el
14,4% vy el 9,5% de la produccién total mundial. En la tabla 1.1.1 pueden verse los datos
correspondientes a los diez mayores productores mundiales de leche, en toneladas,

desde 2011 a 2013, que abarcan el 56,1% mundial.
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Tabla 1.1.1. Paises con mayor produccion ldctea mundial 2011-2013 (datos en miles de

foneladas).
Productores 2011 2012 2013
Estados Unidos 89.015 90,865 91,271
India 57,770 59,805 60,600
China 36,929 37,784 35,670
Brasil 32,096 32,304 34,255
Alemania 30,323 30,507 31,122
Federacion Rusa 31,386 31,501 30,286
Francia 24,361 23,998 23,714
Nueva Zelanda 17,339 19,129 18,883
Turquia 13,802 15,978 16,655
Inglaterra 13,849 13,843 13,941
Produccién mundial 616,956 630,184 635,576

(Fuente: FAO,2015)

La figura 1.1.2, muestra la evolucion de la produccién de leche en Espana desde los
afos 60 hasta el afo 2013. Esta ascendidé desde 2,947,114 toneladas en 1961, hasta

6,559,175 toneladas en el ano 2013, suponiendo un incremento mayor del 100%.

8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 -+
3000 -
2000 -
1000 -

Miles de Toneladas leche / aio

Figura 1.1.2. Evolucion de la produccidn de leche en Espana (1961-2013) (Fuente:
FAO,2015)

Md&s de seis billones de personas en el mundo consumen leche y productos Idcteos.
Este consumo es mayor en los paises desarrollados, incrementdndose el doble desde
los anos 60 hasta la actualidad. Sin embargo, la diferencia respecto a paises en vias de
desarrollo cada vez es mds estrecha, debido al crecimiento de la poblacién, la
urbanizaciéon y el cambio de las dietas. Esta tendencia es acusada en el Este y Sudeste

asidtico, particularmente en paises con elevada poblacién como China, Indonesia vy
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Vietham. Pueden establecerse, segin la FAO, fres niveles de consumos de leche per
capita:
- Alfo (mayor de 150 kg/capita/ano) en Argentina, Armenia, Australia, Costa
Rica, Europa, Israel, Kyrgyzstan, América del Norte y Pakistan.
-  Medio (30 -150 kg/capita/ano) en India, Irdn, Japdn, Kenia, Mongolia,
Nueva Zelanda, Norte y Sur de Africa, la mayoria de América Latina, y el
Caribe.
- Bajo (menos 30 kg/capita/afio) en Vietnam, Senegal, centro de Africa, y la
mayoria del Este y Sudeste de Asia.
Este consumo implica que la leche proporciona el 3% del aporte energético, el 6-7%
del aporte proteico y el 6-8% del aporte de grasa en Asia y Africa, comparado con el

9%, el 19% y el 11-14% respectivamente, en Europa y Oceania.

1.2. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE LA LECHE Y
NUTRICION HUMANA.

La leche de forma genérica puede definirse como un liquido endocrino de color
blanco opaco, ligeramente amarillento en funcién del contenido de B-carotenos de la
materia grasa, sensiblemente viscoso y con un gusto variable dependiendo de la
especie animal de la que proceda, siendo normalmente agradable y dulzén (Luguet,
1991). En la tabla 1.2.1 se recogen algunos de los valores de constantes fisicas mds

utilizadas para el control de la calidad de la leche de vaca.

Tabla 1.2.1 Constantes fisicas de la leche de vaca

Constantes Fisicas Valores
pH (20 °C) 65-70
Acidez valorable 15-18°D *
Densidad 1,028 - 1,036 g/mL
Temperatura de congelaciéon -0,51 a -0,55°C

*°D: grados Dornic; 1 °D se corresponde a 0,1 g de dcido ldctico por litro de leche.
(Fuente: Luquet, 1991)

Desde un punto de vista quimico, la leche de vaca es una mezcla compleja vy
heterogénea compuesta por un sistema coloidal de tres fases (Manual de Industrias

Lacteas, 1996):

- Solucién: minerales e hidratos de carbono en agua.

- Suspensidén: sustancias proteicas en agua
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- Emulsién: grasa en agua

Al hablar de la composicion de la leche de vaca, debemos tener en cuenta que la
proporcidn de los componentes principales de la misma varian de unas razas a ofras e
incluso entre individuos de la misma raza. La tabla 1.2.2 (Haug et al., 2007) muestra los
valores promedio de los principales componentes de la leche de vaca, el porcentaje
de contribuciéon a las cantidades diarias recomendadas (CDR) mediante una ingesta
de 0,5 L diarios y algunos de los efectos en la salud humana. Gran parte de las
propiedades que presenta la leche, asi como su calidad nutricional, estdn

determinadas por su composicidén quimica.

Tabla 1.2.2. Componentes mayoritarios de la leche de vaca

Componente  Concentracién % CDR* (0,5L) Efectos en la salud

Grasa 33gl! Energia

AGs 9an rricon sy
Oleico 8gl! Prevencién ECV
Laurico 0.8gl Antiviral, antibacteriano
Miristico 3gl! Aumenta LDL y HDL
Palmitico 8gl! Aumenta LDL y HDL
Linoleico 1.2gl! w6

a-Linolenico 0,75gl! ®3

Proteina 32gH 30-40% Aminodécidos esenciales
Lactosa 53 gl Productos lactosilacion
Calcio 11gh 40-50% Huesos, dientes, presion

sanguinea, control peso
Asma en la tercera

Magnesio 100 mg I 12-16%

edad
Zinc 4 mg I 18-25% Funcién inmune
. Previene cdncer
-1 ’
Selenio 37 ug ! 30% alergias, ECV
Vitamina E 0,6 mg ! 2% antfioxidante
. . Mejora visién,
-1 -
Vitamina A 280 pg 15-20% diferenciacion celular
Sintesis DNA, division
Folato 50 ug I 6% celular, metabolismo
aminodcidos
. . Prevencion
-1 -
Riboflavina 1,83 mgl| 60-80% ariboflavinosis
. . Papel clave en el
-1
Vitamina Br2 4449 | 920% metabolismo del folato.

*% CDR: % contribucion a la CDR de una ingesta de leche diaria de 0,5L. AGS: dcidos grasos
saturados. (Fuente: Insel et al., 2004; USDA,2007)

1.2.1. GRASA

La grasa es el principal componente energético, responsable de muchas de las
propiedades fisicas y cualidades organolépticas de la leche vy los productos ldcteos.
Est&d compuesta por triglicéridos (componentes mayoritarios), di- y mono-glicéridos,

dcidos grasos (AG), esteroles, carotenoides, vitaminas (A, D, E y K) y ofros elementos
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fraza y componentes minoritarios. Los gldbulos de grasa no sélo son las particulas mds
grandes de la leche, sino también las mds ligeras (0,93 g cm-3a 15,5 °C).

La leche es el alimento que tiene la composicion lipidica mas compleja (Jensen, 2002).
Los triglicéridos estén compuestos por un alcohol llamado glicerol y distinfos AG. Estos
representan mds del 98% de la grasa de la leche (tabla 1.2.1.1). Cada molécula de
glicerol puede unirse a tres moléculas de AG y como no tienen que ser el mismo, la
variedad de glicéridos presentes en la leche es muy amplia. Concretamente, la grasa
de la leche de los rumiantes se estima que estd constituida por alrededor de 400 AG
diferentes, y esto se relaciona en gran parte con el extenso metabolismo de lipidos que
ocurre en el rumen (Jensen, 2002). Los mds abundantes son el dcido miristico, el

palmitico, el estedrico y el oleico.

Tabla 1.2.1.1. Constituyentes de la fraccion lipidica de la leche de vaca
Lipido % total de lipidos
Fosfolipidos 1,11
Colesterol 0,46
Triacilglicerol 95,80
1,2- Diacilglicerol 2,25
Acidos grasos libres 0,28
Monoacilglicerol 0,08
Esteres de colesterol 0,02
Hidrocarbonos frazas

Fuente: adaptada de Jensen y Newberg (1995)

Los AG (bien libres o unidos al glicerol) se clasifican en funcién del niUmero de
carbonos de su cadena en fres grupos (Alvarez Nogal, 2004):

- de cadena corta: de 4 a 10 dtomos de carbono.

- de cadenaintermedia: de 12 a 16 &dtomos de carbono.

- de cadena larga: mds de 18 dtomos de carbono.

Obsérvese que hablamos siempre de un nimero par de dtomos de carbono. Ello se
debe a que los AG de cadena corta y aproximadamente la mitad de los de cadena
intermedia se generan en las células epiteliales mamarias mediante la neosintesis, en la
que subyace también la formacién de grasa en el tejido adiposo. En ella el acetato y
B-hidroxibutirato de origen ruminal actian como principales precursores y como
proveedor de dtomos de carbono para el alargamiento de las cadenas hasta un
madximo de 16 carbonos (dcido palmitico C16:0) en las células mamarias y de 18

carbonos (dcido estedrico C18:0) en los adipocitos (Salter et al., 2002). La otra mitad
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de los AG de cadena intermedia y todos los de cadena larga llegan a la gldndula
mamaria via sanguinea desde una doble fuente: tisular y alimenticia (Bauman vy
Griinari, 2001). Es decir, movilizacién de tejido adiposo y digestion intestinal de los lipidos

de los alimentos.

Los dos principales AGS sintetizados en el tejido adiposo son el palmitico (C16:0) y el
estedrico (C18:0), una proporcidn de los cuales es objeto de desaturacion vy
fransformacién en sus correspondientes insaturados (AGI), palmitoleico (C16:1) y oleico
(C18:1) (Salter et al., 2002). Los AG también pueden llegar a la gldndula mamaria a
través de la alimentacion, ya que tras procesos enzimdticos de hidrdlisis y posterior
absorcién en el intestino delgado, son transportados via linfatica al higado y desde alli,
a través de la sangre a las distintas partes del cuerpo, entre ellas la gldndula mamaria.
Como norma general, puede considerarse que el 50 % de los AG de la leche
proceden de la neosintesis a partir del acetato (40 %) y B-hidroxibutirato (10 %). El
porcentaje restante procederd de los triglicéridos plasmdticos, de los cuales los
quilomicrones vy las lipoproteinas de baja densidad son los principales componentes

(Moore y Christie, 1981), de ahi que haya también AG de cadena impar.

El conocimiento de la funcién de ciertos AG en la salud y el bienestar nutricional y de
como ejercen sus efectos, ha tenido un importante desarrollo en la Ultima década. Los
AG son nutrientes clave que afectan con el tiempo al crecimiento, desarrollo inicial y
las enfermedades crénicas nutricionales (FAO, 2008). Dentro de los AG poliinsaturados
(AGPI), existen dos grandes familias, omega 3 (w3) y omega 6 (wé). Los wé, son AGI
que poseen el primer doble enlace en la posicidn 6 de la cadena carbonada
contando a partir del carbono del metilo, l1os w3 en la posicidon 3. Los wé, tienden a
consumirse en exceso en las dietas modernas, sobre todo por su inclusién en productos
de comida elaborada. Es bien conocido que los AGPI (por ejemplo los w3) juegan un
importante papel en la salud humana (tabla 1.2.1.2) y que los AGI que fienen uno o
mds dobles enlaces en posicidon trans estdn asociados con alto riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares. Asi mismo, se han descrito los beneficios sobre la
salud humana de isdmeros del dcido linoleico conjugado o CLA, que se encuentran
en su mayoria en la carne vy los Idcteos procedentes de rumiantes. Diversos estudios
han demostrado que ambos AG no sélo hay que tomarlos en cantidades suficientes,
sino que también hay que guardar una cierta proporcién entre ambos (Simopoulos,
2002). De ahi la importancia en la caracterizacién de la composicion de la grasa

lactea.
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Tabla 1.2.1.2 Acciones atribuidas alos CLAy @3 en el organismo humano

CLA

Accidén anticancerigena: inhibicién del crecimiento tumoral
Accion antiaterogénica: proteccion contra la ateroesclerosis
Accién antilipogénica: limitacién acumulacion de grasas de reserva (efecto
antfiobesidad)
Accidén antidiabética: normalizacién de la tolerancia a la glucosa
Accién inmunomoduladora: mejora la respuesta inmunitaria
Accién mineralizadora del esqueleto
AG 3

Accidn protectora frente a ciertos tumores comunes (mama y colon)
Accién reguladora de los niveles plasmdticos de colesterol: prevencion de las
enfermedades cardiovasculares

Propiedades antiinflamatorias

(Fuente: Alvarez Nogal, 2004)

Las cantidades relativas de cada AG pueden variar considerablemente entre razas e

incluso entre individuos de una misma raza. En la tabla 1.2.1.3 (Jensen, 2002) puede

verse el contenido promedio en AG de la leche de vaca en Europa y en América,

observando como hay diferencias en su contenido en funcidn de la estacién y del tipo

de alimentaciéon de los animales. Las diferencias en la composicion afectardn

a

distintos factores fisicos, como por ejemplo a la dureza de la grasa. La grasa con un

contenido elevado de AG de alto punto de fusidon, como el palmitico (16:0), serd dura,

mientras que la grasa con alto contenido en AG de bajo punto de fusibn como

oleico (C18:1) tendrd una consistencia mds blanda.

el
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Tabla 1.2.1.3. Composicién promedio de AG(%) de la leche de vaca

AG Europa verano Europa Invierno USA
C4:.0 3.79 3.85 4,5
C5:.0 0,02 0,02 -
Cé:0 2,10 2,37 2,3
C7:.0 0,02 0,03 -
Cc8:.0 1,19 1,39 1.3
C9:0 0,02 0,04 -
C10:0 2,44 3.03 2.7
Cl10:1 0.27 0,27 -
Cl11:.0 0,04 0,06 0.3
C12.0 2,98 3.57 3.0
Ci12:1 0,08 0,09 -
C13iso 0,14 0,13 -
C13aiso 0,02 - -
C13.0 0,08 0,10 0.2
Cl4iso 0,16 0,10 0.1
C14:0 9,75 11,11 10,6
Cl4:1 1,08 1,07 -
C14:1n5 - - 0,9
Cl5iso 0,43 0,29 0,7
Cl5aiso 0,74 0,50 -
C15:0 1,35 1,17 1.0
C15:1 - - 0,3
Cléiso 0,30 0,22 -
Cl16:.0 23,46 30,30 28,2
Clé:1 2,00 2,03 -
Clé6:1n7 - - 1.8
Cl7iso 0,65 0,55 0.7
Cl7aiso 0,55 0,52 -
Cl17:0 0,72 0,64 0,6
Cl17:1 0,39 0,36 0.4
Cl8iso 0,05 0,08 -
Ci18:.0 10,58 9,42 12,6
C18:1 t4 0,02 0,01 -
C18:115 0,02 0,01 -
C18:116/7/8 0,26 0,21 -
C18:1 19 0,27 0,17 -
C18:1 110 0,29 0,25 -
C18:1t11 3,82 1,11 -
Cl18:1 112 0,33 0,27 -
C18:1t13/14 0,34 0,24 -
Cl18:1t15 0,51 0.38 -
Cl18:1t16 0,26 0,19 -
C18:1 t(total) 6,12 2,84 1.7
Ci18:1¢c9 19,44 17,28 -
Cig8:1cll 0,55 0,53 -
Cl8:1cl2 0,10 0,14 -
Cl18:1cl13 0,06 0,08 -
Cl18:1cl5 0,02 0,03 -
C18:1 ctotal 0.73 078 -
(no c9)
C18:1n9 - - 21.4
Cl18:1n7 - - -
C18:2 (total) 2,17 2,18 3.3
C18:3c9/12/15 0,61 0,42 -
C18:3n3 - - 0.3
Cl19:0 0,09 0,05 -
C20:0 0,16 0.15 0.2
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Tabla 1.2.1.3. Composicion promedio de AG(%) de la leche de vaca (cont)

AG Europa verano Europa Invierno USA
C20:1 0,31 0,22 -
C20:1n9 - - 0,6
C20:4 0,09 - -
C20:4né - - 0,2
C22:0 0,07 0,06 -
C22:1 0,03 - -
C24:0 0,04 0,04 -

(Fuente: Jensen, 2002. Adaptado de Precht y Molketin, 1999)

1.2.2. PROTEINAS

La leche bovina contiene de promedio 32 g I-' de proteinas. Aproximadamente el 95%
del nitrobgeno de la leche se encuentra en forma de proteina. Las proteinas estdn
constituidas por a-aminodcidos, compuestos que contienen un grupo amino y un
grupo carboxilo en el mismo dtomo de carbono, denominado carbono-a. De los
veinte aminodcidos que constituyen las proteinas, dieciocho se encuentran en la
leche y desde el punto de vista de la nutricidn, es importante destacar que ocho
(nueve en los ninos) de esos veinte, no pueden ser sintetizados por el organismo
humano. Dado gue son esenciales para mantener un adecuado metabolismo, se
denominan aminodcidos esenciales y se encuentran todos presentes en las proteinas
de la leche. La leche contiene una amplia gama de proteinas con actividad bioldgica
qgue abarca desde las antimicrobianas hasta aquellas que facilitan la absorcion de
nutrientes, asi como las que actlan como factores de crecimiento, hormonas,
enzimas, anficuerpos € inmuno estimulantes (Clare y Swaisgood, 2000; Haug et al.,
2007).

La leche contiene cientos de tipos distintos de proteinas, muchas de las cuales se
encuentran en muy pequenas canfidades. Pueden clasificarse de diversas formas
segun sus propiedades fisicas o quimicas, o sus funciones bioldgicas. En la tabla 1.2.2.1
se muestra una lista abreviada de las proteinas de la leche, excluyendo los grupos que
se encuentfran en muy pequeina proporcién. Los tres principales grupos de proteinas
presentes en la leche se distinguen por su diferente comportamiento y por su forma de

existencia.
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Tabla 1.2.2.1. Concentracién de las diferentes proteinas en la leche de vaca

Proteinas Concentracion en leche | % de proteina
(g kg") total
o s1 caseina 10,0 30,6
o s2 caseina 2,6 8.0
B-caseinal) 10,1 30,8
K-caseina 3.3, 10,1
Total Caseina 26,0 79.5
a-lactoalbumina 1.2 3.7
B-lactoalbumina 3.2 9.8
AlbUmina del suero sanguineo 0.4 1.2
Inmunoglobulinas 0,7 2,1
Otras (incluyendo peptona-proteasa) 0.8 2,4
Total seroproteinas 6,3 19.3
Proteinas membrana del glébulo de grasa 0.4 1.2
Proteina total 32,7 100

(*) incluyendo ycaseina ;(Fuente: Manual de Industrias Ldcteas, 1996)

e Las caseinas representan el 80% de las proteinas Idcteas. Su funcidn bioldgica
se basa en el tfransporte de calcio y fosfato y la formacion de codgulo en el estdbmago
para una digestion eficiente. Son fdciimente precipitadas en la leche por diversos
procedimientos, mientras que las proteinas del suero permanecen en solucidén. Forman
faciimente polimeros que contienen diversos grupos de moléculas idénticos o
diferentes y una solucién coloidal que pude ser observada en la leche desnatada por
su apariencia azul blanquecina. Estos complejos moleculares se conocen como
micelas de caseina, pudiendo medir hasta 0,4 micras.

e Si la caseina se elimina de la leche desnatada por algun método de
precipitacién, como la accién de d&cidos minerales, queda en solucidon un grupo de
proteinas que se denominan proteinas del suero de la leche (seroproteinas). Son
proteinas globulares y sus principales fracciones son la B-lactoglobulina, la a-
lactoalbUmina, la seroalbUmina bovina y las inmunoglobulinas. Estas proteinas en
general y la a-lactoalbumina en particular, son de alto valor nutritivo. Su composicion
en aminodcidos es muy cercana a la que es considerada como bioldégicamente
éptima. Las proteinas del suero son consideradas como proteina de rdpida digestion,
proporcionando alta concentracidon de aminodcidos en el plasma postprandial
(Nilsson et al., 2007). Los preparados de proteina de suero son muy utilizados en la
industria alimentaria.

e Las proteinas de la membrana del glébulo graso se adhieren, como su nombre
indica, a la superficie de dichos gldbulos grasos y solamente pueden separarse
mediante acciones mecdnicas, tales como el batido de la nata en la fabricacién de
la mantequilla. Constifuyen un grupo que se caracteriza por formar una capad

protectora alrededor de los gldbulos de grasa que consigue estabilizar la emulsiéon. La
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consistencia de estas proteinas de membrana puede ser desde suave y gelatinosa,

hasta bastante firme y fuerte en ofras.

1.2.3. ENZIMAS

Las enzimas son un grupo de proteinas producidas por organismos vivos. Tienen
capacidad de provocar reacciones quimicas y de afectar el curso y la velocidad de
tales reacciones. Las presentes en leche pueden tener su origen en la ubre de la vaca
(originales) o en las bacterias (bacterianas). Algunas de estas enzimas se emplean en

confroles de calidad de la leche.

e Peroxidasa: transfiere oxigeno desde el perdxido de hidrégeno a sustancias
oxidables. Se desnaturaliza a 80°C en pocos segundos, y por tanto se emplea para
comprobar si la temperatura de pasteurizacion ha superado o no 80°C (test de
peroxidasa de Storch).

e Catalasa: desdobla el perdéxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre. La leche
de ubres enfermas contiene un mayor contenido en catalasa, la leche de ubres sanas
confiene solamente una pequena cantidad. Se destruye por calentamiento a 75°C
durante 60s.

e Fosfatasa: desdobla ciertos ésteres del dcido fosférico en dcido fosférico vy los
correspondientes alcoholes. Se desnaturaliza a 75°C durante 15-20 s, por lo que puede
utilizarse para determinar si se ha alcanzado la temperatura de pasteurizacion (test de
la fosfatasa de Scharer).

e Lipasa: desdobla la grasa en glicerol y dcidos grasos libres. El exceso de dcidos
grasos libres en la leche da lugar a un sabor rancio. Su accién es débil en la mayoria

de los casos.

1.2.4. HIDRATOS DE CARBONO

La lactosa es un disacdrido presente en la leche de los mamiferos que supone la
mayor fuente de hidratos de carbono durante la lactancia. Estd formada por los
monosacdridos glucosa y galactosa. Su concentracién varia entre 3,6-5,5%. Cuando
la lactosa es atacada por las bacterias l|dcticas, se desdobla en sus dos
monosacdridos(glucosa y galactosa), que a su vez son atacados por otras enzimas de
las bacterias lacticas produciendo principalmente dcido ldctico (leche agriada). La
leche calentada a alta temperatura adquiere un color oscuro y un sabor a caramelo
debido a un proceso gquimico denominado caramelizacion, que tiene lugar entre la
lactosa y las proteinas (reaccidn de Maillard). La lactosa es soluble en agua vy se
presenta como una solucion molecular en la leche. En la elaboracién del queso, la

mayor parte de la lactosa, queda disuelta en el queso. Comparativamente con otros
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azicares es menos dulce (por ejemplo, treinta veces menos dulce que el azicar de

cana).

1.2.5. VITAMINAS

Las vitaminas son compuestos imprescindibles para la vida, encargadas de promover
un correcto funcionamiento fisioldgico. La gran mayoria no pueden ser sintetizadas por
el organismo humano, por lo que su ingesta adecuada es fundamental. La leche es
una fuente importante de vitaminas. Las vitaminas no se sinfetizan en la gldndula
mamaria, luego las presentes en la leche de vaca se absorben de la sangre. Las
vitaminas liposolubles (A, D, E y K) estdn asociadas al componente graso, mientras que
las hidrosolubles (complejo B y vitamina C) se encuentran en la parte no grasa. La
concentracién de vitaminas liposolubles depende de su presencia en la dieta animal,
mientras que las hidrosolubles y la vitamina K, en condiciones normales, no dependen
de la misma, al poder ser sintetizadas por la flora ruminal (Mc Donald et al., 2006). En la

tabla 1.2.5.1 se detalla el contenido vitaminico de la leche de vaca.

Tabla 1.2.5.1. Contenido vitaminico en la leche de vaca

Vitaminas mg L' leche Vitaminas mg L' leche
A (retinol) 0,33 B2 0,0043

A (B-caroteno) 0,2 C 21,1
D 0,0006 K 0,04

B:1 (Tiamina) 0,44 E 0,98
B2 (Riboflavina) 1.8 Ac. Félico 0,05
B¢ (Piridoxina) 0.64 Ac. Pantoténico 3,46

Biotina 0,031

(Fuente: Gonzdlez Iglesias, 2010)

e Vitamina A y E. Las vitaminas A y E son importantes antioxidantes. El contenido
en vitamina E suele ser inferior a 1 mg L, sin embargo su contenido en leche puede
incrementarse hasta tres y cuatro veces mediante la alimentacién. Su ingesta diaria
recomendada es de 15 mg al dia (Insel et al., 2004). La vitamina E no es un solo
compuesto, sino que abarca tocoferoles y tocotrienoles. Existen estudios que asocian
las dietas con un consumo elevado de vitamina E, con un descenso del riesgo de
padecer cdncer y enfermedades cardiovasculares (ECV), ya que al estimular las
células T incrementa la defensa por parte del sistema inmune. La concentracion de
vitamina A en leche es de 280 ug L' y su ingesta recomendada es de 700-900 ug al dia

(Insel et al., 2004). Tiene su papel en la visidén, crecimiento adecuado, reproducciéon e
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inmunidad, diferenciacion celular y en mantener huesos sanos, asi como la piel y las
membranas mucosas.

e Folato. El folato estd presente en leche en una concentracién de 50 ug L' y la
forma mds comun es el 5-metil-tetrahidrofolato (Forssen et al., 2000). La ingesta diaria
recomendada es de 400 ug al dia y su deficiencia es considerada como la mds
comun de las deficiencias vitaminicas. La suplementacién de folato previa a la
concepcidon y en los primeros meses de embarazo reduce ciertos riesgos fetales y su
aumento en la dieta se asocia con un descenso de la hipertensiéon, particularmente en
mujeres jévenes (Forman et al., 2005). Tiene un metabolismo complicado y el 5-metil-
tetrahidrofolato, junto con el dihidrofolato, se consideran compuestos activos en la
inhibicion del crecimiento de las células en el cdncer de colon (Akoglu et al., 2001).

e B12 y riboflavina. La leche es también una buena fuente de vitamina B12 vy
riboflavina (4,4 ug L'y 1,8 mg L1, respectivamente). Las ingestas diarias recomendadas
son 2,4 ug para la vitamina B12 y para la riboflavina 1,1 mg al dia para las mujeres y 1,3
mg al dia para los hombres. La vitamina B12 se encuentra solamente en los alimentos
de origen animal y juega un papel centfral en el metabolismo del folato y la
homocisteina, por transferencia de grupos metilo. La riboflavina es parte de
importantes coenzimas que participan en numerosas rutas metabdlicas celulares y
tiene un papel en la funcién antioxidante de la glutation peroxidasa vy la ruta de

reparacion del dcido desoxirribonucleico (ADN), via ribonucleotido reductasa.

1.2.6. MINERALES

La concentracion de sales minerales en leche no supera el 1%. Las sales minerales se
encuentran disueltas en el suero o formando compuestos con la caseina, siendo las
sales mds importantes las de calcio, sodio, potasio y magnesio, que se encuentran

como fosfatos, cloruros, citratos y caseinatos.

La leche contiene ademds oligoelementos (elementos traza - mg L' y ultratraza - ug L
1) y estd demostrado que juegan un papel primordial en conocidas funciones vitales
de sistemas bioldgicos. En los humanos se consideran esenciales el Fe, Cu, In, Se, |, Cry
Co, pues su deficiencia ocasiona ftrastornos de funciones bioldgicos bien
determinadas. La leche es un alimento clave en el aporte de estos compuestos, ya
que no sdélo los proporciona, sino que lo hace en la forma fisico quimica adecuada
para su absorcidn. En la tabla 1.2.6.1 aparecen los niveles normales de concentracion
de minerales presentes en leche de vaca. Los minerales pasan de la sangre a la leche
mediante sistemas de transporte activo, lo que explica la diferencia de concentracién

y sus variaciones estdn asociadas a cambios de alimentacion y a aportes externos.
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Tabla 1.2.6.1. Contenido en minerales y oligoelementos en la leche de vaca (mg L)

Elemento mg L' leche | Elemento mg L' leche
Calcio 1200 Hierro 0.3-0.4
Fosforo 1000 Cobre 0,2-0,3
Potasio 1500-1550 Zinc 3-4

Cloro 950-1000 Selenio 0.01-0,03
Sodio 500-510 Yodo 0,09-0,1
Magnesio 120 Manganeso | 0,016

(Fuente: Gonzdlez Iglesias, 2010)

e Caicio. El aporte de calcio de la leche es de promedio 1g L' y la ingesta diaria
de leche y productos ldcteos tiene un papel clave en asegurar la CDR (en adultos, 1g
al dia). En la dieta humana tiene un papel esencial, para asegurar unos huesos y
dientes sanos, y también ayuda a prevenir la hipertensidén, disminuir la incidencia de
cdncer de pecho y de colon, mejorar el control de peso y reducir el riesgo de
desarrollar cdlculos en el rindn (Insel et al., 2004). Las sales de calcio, junto con las de
potasio son las mds abundantes en la leche.

e Magnesio. La leche es una fuente de magnesio importante, ya que contiene
100 mg L' siendo la CDR de 400 mg al dia para los hombres y 310 mg al dia para las
mujeres (Insel et al., 2004). Tiene distintas funciones en el organismo, participando en
mds de 300 reacciones. Su deficiencia estd relacionada con la arteorioesclerosis y
también con trastornos renales. Esta deficiencia suele observarse en la vejez debido a
un apetito pobre o una dieta desequilibrada. También juega un papel importante en
la reduccién del asma (Cheuk et al., 2005 ).

e Zinc. Es parte esencial de varias enzimas y metaloproteinas y tiene diversas
funciones en el organismo como la reparacién del ADN, el crecimiento y la replicaciéon
celular, la expresidn génica, el metabolismo de proteinas vy lipidos y funcidon inmune y
hormonal, entre ofras. La leche es una fuente de zinc importante conteniendo entre 3
y 4 mg L'. La CDR es de 8 y 11 mg al dia para mujeres y hombres adultos,
respectivamente. La biodisponibilidad del Zn en la leche es mayor que en los
vegetales, por lo que la inclusién de la leche en la dieta mejora la disponibilidad total
de este elemento (Hansen et al., 1996).

¢ Yodo. Es el componente esencial de la hormona tiroidea, que controla la tasa
metabdlica, la regulacién de la temperatura, la reproduccién y el crecimiento. La
ingesta de medio litro de leche diario implicariac un consumo de yodo de
aproximadamente el 50% de la CDR, que se establece en 150 ug al dia en los adultos
(Insel et al., 2004). Sin embargo hay que tener en cuenta la gran variacion en el

contenido de yodo en leche en funcién de la estacion.
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e Selenio. La concentracién de selenio en el organismo estd directamente
relacionada con su ingesta. Es importante en la salud humana, teniendo diferentes
funciones en los sistemas inmune y antioxidante y en la sintesis y reparacion del ADN
(Dodig y Cepelak, 2004). Protege contra muchos tipos de cdncer y su deficiencia
parece estar ligada al agravamiento de los sintomas del asma (Allam y Lucane, 2004)
y de los estados animicos adversos (Rayman, 2002). Forma parte de enzimas
involucrados en el metabolismo de la hormona tiroidea. La CDR de selenio es de 55ug
(Insel et al., 2004), luego si la leche tuviera entre 50-100 ug L', seria una fuente de

selenio importante.

1.3. ANALISIS QUIMICO DE LA LECHE

El andlisis de la composicidén de la leche abarca desde la quimica cldsica a los Ultimos
avances instrumentales, empleando desde el andlisis gravimétrico hasta la
cromatografia de liquidos con detector masas/masas (LC-MS/MS). La mayoria de los
ensayos de confrol de calidad rutinario incluye el andlisis de componentes
mayoritarios: proteina, grasa, humedad, lactosa, sdélidos totales y cenizas. Menos
frecuentes son los andlisis macroelementales para calcio, magnesio, sodio, potasio,
fosfato, nitrato y nitrito, y ofra drea de andlisis mira hacia los elementos a otro nivel,
como los elementos traza, las vitaminas y componentes minoritarios como los dcidos

grasos y colesterol.

La necesidad de establecer un estricto control andalitico de la leche obedece a
diferentes motivos:

- Conocer sus caracteristicas nutricionales

- Controlar la veracidad del etiquetado

- Seguridad alimentaria

- Cumplimiento de la normativa vigente

- Establecer un estdndar de composicion Idctea

- Medirla composicion de la leche fresca que llega a las fabricas

- Proveer de la informacion necesaria para la mejora del ganado nacional

Asi mismo, es importante destacar que el pago de la produccién ldctea se hace en
base a unos pardmetros de calidad, que pueden generar un aumento o una
penalizacion del precio de pago al ganadero. El valor estdndar en materia grasa y
proteina es de 3,7% y 3,1% respectivamente, y se pagard o descontard por cada
décima o fracciéon que exceda o no alcance el estédndar (CLAS, 2015). Se penaliza el

precio de la leche recogida que no sea homologada, siendo esta aquella que
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presenta < 100000 gérmenes mL! y < 400000 células somdticas (c.s.) mL'. El precio
también se ve penalizado cuando hay presencia de inhibidores, cuando el punto
crioscopico es menor de 510 (lo que indica la presencia de agua anadida) o cuando

se trata de leche inestable (leche dcida) que precipita con alcohol de 80°.

Los métodos normalizados de andlisis para los componentes mayoritarios, basados en
metodologias cldsicas, pueden ser en algunos casos métodos largos y tediosos, que
resultan inviables para el procesado de un nUmero elevado de muestras o bien para
obtener resultados en tiempos breves. Pueden verse como métodos "anticuados”. Sin
embargo, sus resultados llevados a cabo en un determinado niUmero de muestras son
la base de datos de referencia para el desarrollo de la calibracién para otros métodos
mas rapidos (por ejemplo los andlisis mediante espectroscopia en el infrarrojo cercano
NIRS o andlisis en el infrarrojo por Transformada de Fourier FTIR. Su exactitud y precisidon
son de enorme importancia, ya que de ello dependen los pardmetros bdsicos que
caracterizardn los modelos de prediccion de estos métodos secundarios. La tabla 1.3.1

muestra esquemdticamente estas metodologias mds tradicionales.

Las metodologias detalladas en la tabla 1.3.1 se vuelven inviables como vias de control
de calidad si tenemos en cuenta una serie de consideraciones: la produccién mundial
de leche ha ascendido desde 314 millones de toneladas en 1961 hasta 636 millones de
tfoneladas en 2013 (FAO, 2015). La mayor parte de esta leche se consume en forma
liguida y es una fuente importante de la nutricidn a nivel mundial, aunque grandes
volimenes de leche también son procesados para generar una amplia gama de
alimentos e ingredientes de ofros alimentos sélidos y semisélidos. Por consiguiente, la
realizacidon de controles analiticos rdpidos y fiables para determinar la composicion y
calidad de la leche son imprescindibles. Y por ello, en las Ultimas décadas, el desarrollo
tecnoldégico ha posibilitado el reemplazo de los métodos de referencia descritos
anteriormente, por otros mds automatizados que posibilitan la realizacion de los andlisis
fisico-quimicos de forma rdpida y minimizando la generacién de residuos

contaminantes (Indn, 2004).
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Tabla 1.3.1 Resumen de metodologias normalizadas para determinacién de

Componente

componentes mayoritarios

Norma

Principio

Grasa (Rose-Gottlieb)
(método referencia)

Grasa (Gerber)
(Método alternativo a Rose-
Goftlieb que requiere

comparaciones periddicas)

Extracto Seco

Proteina (Kjeldahl)
(N calculado en base al

amoniaco producido)

PB = %N x 6,38

Lactosa

UNE ENISO 1211:2010

UNE 34898:1986

UNE 34-824-83

ISO 8968-1:2014
IDF 20-1

UNE 34-826-83
FIL-28A:1974

Extraccién disolucion etandlica amoniacal
para andlisis con éter de petrdleo/dietilico
en tubo monjonnier (a). Eliminacién de
disolventes por evaporacién o destilacion
y determinacién de masa de sustancias

extraidas.

Separacién de la materia grasa por
centrifugacion en un butirdbmetro (b) vy
posterior disolucién de las proteinas
mediante d&cido sulfirico. La separacién
se favorece por adicién de alcohol
isoamilico.  El butirdbmetro permitird la

lectura directa.

Desecacién a temperatura constante de
una cantidad conocida de muestra hasta

masa constante.

Digestion con una mezcla de dcido
sulfUrico concentrado/sulfato potdsico vy
sulfato de cobre (ll) como catalizador,
para convertir todo el N orgdnico en
sulfato aménico. Se afade un exceso de
hidréxido sédico, liberdndose el amoniaco
que se destila a vapor sobre un exceso de
dcido bdrico, valorando con disolucion

patrén de dcido clorhidrico

Determinacion indirecta después de la
desproteinizacion, por valoracion de la
cantidad de haldgeno reducido en el
curso de la reaccién entre la lactosa y el

conjunto yoduro potdsico-cloraminaT

Dentro del campo de la lactologia, y en concreto, para el andlisis de leche, se han

utilizado métodos basados en la turbidez y en la fijacidn de colorantes para la

determinacién de grasa y proteina respectivamente (O’Sullivan et al., 1999), pero la
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técnica que verdaderamente revoluciond los laboratorios de lactologia fue la

espectroscopia en el infrarrojo (IR) medio (ver figura 1.3.1).

alta frecuencia baja
alta energia baja
corta longitud de onda larga
| Rayos X | uv I Infrarrojo Microondas Radiofrecuencia
190nm
Visible
400nm <——>770nm
Infrarrojo Infrarrojo Infrarrojo Resonancia
cercano medio lejano magnética
nuclear

770nm<—>25ume  550um<—> 1000um
Sm « > 30m

Métodos Energia Energiade Energiade
especiroscopicos electrénica enlaces vibraciones
atémicos vibracionales moleculares

Figura 1.3.1. Regiones del espectro electromagnético (Fuente: Pavia et al. ,2000)

Fue Goulden en 1964 (Goulden, 1964) el primero que utilizd el IR medio (tabla 1.3.2)
para el andlisis de grasa, proteina y lactosa en leche. Posteriormente, en 1974 Foss
Electric desarrollé el Milko Scan, con un espectrometro de doble haz para la medida

de grasa, proteina, lactosa y agua en leche (Grappin y Ribadeau-Dumas, 1992).

Tabla 1.3.2 Division de la regién Infrarroja (IR)

Region Transiciones caracteristicas Intervalo de A (nm)
Infrarrojo cercano (NIR) Sobretonos, combinaciones 700-2500
Infrarrojo medio (MIR) Vibraciones fundamentales 2500-50000
Infrarrojo lejano Rotaciones 5104108

(Fuente: adaptada O Sullivanet al., 1999)

Lanher (1996) describié la evaluacién de las aplicaciones de la transformada de
Fourier en el analizador. FTIR hace referencia al modo en que los datos son tomados y
convertidos en un espectro. Comparado con otros instrumentos, los métodos basados
en FTIR tienen la ventaja de proveer una relacion senal/ruido elevada, medidas de
frecuencia exactas y un rdpido escaneo que permite el uso de un espectro completo
en lugar de unas determinadas longitudes de onda seleccionadas (Sanders, 1984). Se

disenaron distintos instrumentos basados en este método, como el Aegys Mi 600 (para
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andlisis de alimentos) y el 740 FTIR Nicolet Infrument, este Ultimo fue comparado con el
instrumento convencional (Milko-Scan 605) (Lefier et al., 1996). Dicha comparacion
concluyd que aungue con mayor bias y desviaciéon estdndar para el andilisis de grasa,
con una calibraciéon sencilla, el funcionamiento del FTIR era significativamente mejor,
simplemente porque proporcionaba mayor informacién espectral para cada muestra

de leche.

Por otro lado, una de las dreas mds exitosa hasta la fecha en la automatizacion del
andlisis de alimentos, ha sido la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS, tabla
1.3.2) que ofrece muchas posibilidades. Esta tecnologia se basa en la absorcion de
radiacion por parte de ciertos tipos de enlaces quimicos, a frecuencias especificas,
comprendidas entre 700-2500 nm. Es una técnica mds desarrollada hacia la medida
cuantitativa que cudalitativa, haciéndola ideal para medidas rdpidas, necesitando
escasa o nula preparacién de la muestra, y midiendo distintos pardmetros de forma
simultdnea, es decir, es una técnica multiproducto y multiatributo (Whetsel, 1968). El
espectro de la radiacién nos proporciona informacion relacionada con la interaccién
del hidrégeno y el carbono con otros elementos y puede determinarse la cantidad de
enlaces N-H, O-H y C-H presentes en un producto, aunque no fija absorciones
especificas que proporcionen informaciéon estructural. Ademds, la tecnologia NIRS se
encuadraria dentro de la definicidn de “smart sensors” debido a sus principales
caracteristicas: alta velocidad de respuesta, bajo coste analitico por muestra,
faciidad de uso en rutina, técnica no destructiva, versatilidad, elevada
reproducibilidad y repetibilidad, técnica limpia, capacidad de incorporacidon en
linea/in situ para posibilitar el andlisis a gran escala. El andlisis NIRS, tal como es
entendido hoy en dia, es una sintesis de espectroscopia, matemdtica, estadistica e
instrumentacion. En este sentido, se define la quimiometria como el uso de métodos
matemdticos, estadisticos y computerizados que permiten extraer informacion
relevante de la composicidon de la muestra. Dicha extraccién no es tarea sencilla
puesto que el espectro NIR recoge ademds informacién sobre otfras caracteristicas
fisico-quimicas de la misma, tales como el tamano de particula, densidad del material,
textura, desviaciones de la linea de base, fendmenos de radiacién difusa (scatter), etc.

(Handbook of Near Infrared Spectroscopy, 1992).

En el desarrollo de cualquier aplicaciéon NIRS es esencial establecer como punto de
partida que garantice el éxito de la misma, una metodologia éptima de recogida de
la informacidn espectral, influenciada por las caracteristicas del producto a analizar
(tamano de particula, homogeneidad, composicién, etc.), instrumento a utilizar (rango

de medida, drea de andlisis, forma de interaccién radiacidn-muestra, tiempo de
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andlisis, repetibilidad de la medida, etc.) y por las condiciones o la accesibilidad al
punto de medida, de especial relevancia cuando se habla de medidas "in-situ”.

Existen numerosas razones que explicarian la ausencia de la tecnologia NIRS como
herramienta de uso habitual, pero fundamentalmente puede atribuirse al hecho de ser
una tecnologia secundaria que requiere el desarrollo de modelos de prediccién para
sU UsO, basados en herramientas de andlisis multivariante, a veces bastante complejas.
El desarrollo de calibraciones estables y robustas implica un importante esfuerzo
econdmico y requiere, normalmente, un periodo de tiempo prolongado puesto que,
para cada una de las muestras de la base de datos de calibracién hay que realizar el
correspondiente andlisis, mediante una metodologia de referencia y para cada uno
de los pardmetros cuantificados. Dado que para determinados pardmetros ya se
dispone de calibraciones previas de las caracteristicas resenadas, obtenidas con
equipos NIRS de laboratorio (at-line), es importante disponer de procedimientos que
permitan el gjuste de la respuesta espectral obtenida con distintos instrumentos y la
fransferencia de bases de datos, evitando asi la necesidad de empezar de cero
(Bouveresse y Massart, 1996; Zamora et al., 2012). Para conseguir con garantias la
clonacién instrumental y transferencia de las bases de datos espectrales obtenidas en
un instrumento “master” a otfro instrumento ‘“satélite” para andlisis de diferentes
prestaciones épticas y modos de andlisis, se plantea la aplicacién de algoritmos de
clonacién de ajuste espectral, tales como DS (estandarizacion directa), PSD
(estandarizacién paso a paso) y el algoritmo de clonacidén de Shenk y Westerhaus,
siguiendo la metodologia propuesta, entre otros, por Pérez-Marin et al. (2006 a,b),

para transferencia con muestras intactas y heterogéneas.

Para el andlisis concreto de la leche, una de las complejidades que se plantean es la
heterogeneidad de la muestra (Schmilovich et al., 2000, Tsenkova ef al., 2000) y su
elevado contenido en agua. Aungue existen publicaciones que ponen de manifiesto
la utiidad de la tecnologia NIRS para predecir pardmetros de calidad vy
microbioldgicos en muestra intacta (Tsenkova et al., 1999; Drackova et al., 2008), estas
evaluaciones se han realizado con equipos NIRS de laboratorio con amplio rango
espectral y diversas posibilidades de presentacién de muestra. En lo referente a la
caracterizacion de las producciones ldcteas como alimento funcional, como puede
ser la determinacion de los dcidos grasos insaturados, investigaciones preliminares han
puesto de manifiesto la viabilidad de cuantificacién de AG en leche con coeficientes
de correlacion de 0,9 para alguno de los dcidos grasos de interés (CLA) (De la Roza-
Delgado et al., 2010), analizando la leche en estado liquido. Md&s aun, los resultados
obtenidos por Coppa et al. (2010) muestran modelos quimiométricos capaces de

predecir, en algunos casos 50 Acidos grasos, pero con mejores resultados en leche
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desecada que liquida. Sin embargo, ambas investigaciones se han realizado utilizando
para ello un equipo FossNIRSystem 6500, que trabaja en el rango de medida 400-2500
nm y procedimiento at-line. En lo relacionado con la determinacién on-site, Kawasaki
et al., (2008), desarrollaron un sensor NIRS que ubicaron en un robot de ordeno para

controlar de manera directa la calidad de la produccién lactea.

A pesar de la rapidez del andlisis NIRS, su forma tradicional de aplicacién (at-line)
produce una demora entre el proceso de produccién de la leche y la obtenciéon del
resultado, lo que en muchas ocasiones no permite un uso adecuado de la informacidon
asi producida en la toma de decisiones en los diferentes niveles de la cadena de
produccién (Brennan et al., 2003, Garrido y Pérez-Marin, 2007 y Pérez-Marin et al., 2007).
Sin embargo, la instrumentaciéon NIRS estd evolucionando muy rdpidamente. Una
tendencia generdlizada es el diseno de instrumentos portdtiles ligeros, de alta
velocidad de respuesta (milisegundos) y de bajo coste, que pueden ser instalados en
diferentes puntos de la cadena alimentaria, para el andlisis denominado on-site.

Existe un amplio marco normativo comunitario relativo a los métodos de muestreo y
andlisis, y a los protocolos de trabajo correspondientes, para el control oficial de
alimentos. Teniendo en cuenta el desarrollo NIRS, hay en la actualidad tecnologia
suficiente para modernizar numerosos aspectos del control de calidad en alimentos,

entre éstos, se encuentran los sensores NIRS.

1.3.1. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS

Dada la importancia de los AG en cuanto al conocimiento de sus funciones y el
bienestar nutricional, una de las determinaciones mds requeridas en el andlisis de
leche y productos Idcteos es su andlisis. La atencién sobre los AG surge de su papel
positivo y negativo desde un punto de vista nutricional, segin sus caracteristicas
quimicas, como nUmero de dtomos de carbono de la cadena, nimero de dobles

enlaces y posicion, entre otros (Cabassi et al., 2013).

La grasa de leche de vaca es uno de los alimentos mds complejos en lo que se refiere
al andlisis de AG porque abarca un gran nimero y muy diferentes tipos de AG (se han
llegado a identificar mds de 400AG; Jensen, 2002) por ello, son necesarias poderosas
herramientas de separacién para su cuantificacién. La cromatografia de gases (GC) y
la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) son las técnicas mds comunes en el
andlisis de dcidos grasos (Chen et al, 2007). En ambos casos, las metodologias
descritas para tal fin pueden resultar tediosas al necesitar numerosas y criticas etapas
de andlisis como: a) extraccién de los lipidos, b) metilacién de los AG para

transformarlos en los correspondientes ésteres metilicos de AG (FAME, de sus siglas en
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inglés Fatty Acids Methyl Esters) (compuestos voldtiles), c) extraccion de los ésteres de
los dcidos grasos formados y finalmente d) el andilisis de los ésteres metilicos mediante
una técnica cromatogrdfica que permita la separacion de los distinfos AG y su
cuantificacién (Araujo et al., 2008).

La extraccidon de los lipidos forma parte del proceso de preparacion de la muestra
para el andlisis, existiendo distintas estrategias analiticas descritas en la bibliografia
(Molto-Puigmarti et al.,, 2007). Puede readlizarse mediante cloroformo:metanol 2:1
siguiendo la metodologia de Folch et al (1957) o mediante diclorometano:metanol 2:1
descrita por Chen et al. (1981). A este amplio abanico de técnicas de extraccion se
fueron incorporando los avances técnicos que van surgiendo, como el microondas o

la extraccion mediante fluidos supercriticos.

La Norma ISO (International Standarization Organization) 14156:2001(Milk and milk
products. Exfraction methods for lipids and liposoluble compounds) describe la
metodologia de extraccidon de la grasa ldctea, siguiendo las etapas que a

confinuaciéon se describen:

- Extraccién inicial con la mezcla etanol:amoniaco

- Adicién de una mezcla de eter dietilico y n-pentano.
- Separacién de la fase orgdnica.

- Eliminacién de agua.

- Evaporacion hasta obtener residuo seco.

Sin embargo, esta metodologia requiere un tiempo de proceso que la convierte en

inviable cuando el nUmero de muestras a analizar es elevado.

Independientemente de la técnica utilizada en el andlisis de AG, CG o HPLC, se
requiere una metilaciéon de los dcidos grasos previa al andlisis. Para llevarla a cabo,
existen diversas metodologias empleando procesos de metilacion basados en catdlisis
bdsica o dcida. La norma UNE-EN ISO 12966 (Directrices sobre cromatografia de gases
moderna de los ésteres metilicos de dcidos grasos) describe distintos procesos de
obtencién de dichos compuestos. En cada caso existen pros y contras, que llevan a
elegir una u ofra en funcidn de la matriz a tratar y los compuestos de interés a estudiar.
No existe ningun método simple o combinacidén de métodos que permita preparar
todos los ésteres metilicos de las diferentes clases de lipidos presentes y que al mismo

fiempo no afecte a los dienos conjugados (AGPI) (Kramer et al., 1997).

No sdlo existe una gran variedad en la longitud de la cadena de carbonos (C4-C26),
incluyendo AG ramificados, sino que también contiene diversos isbmeros posicionales

de los mono-, di-, y tri- dcidos grasos insaturados, algunos de ellos en muy bagja
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concentracién. De ahi la dificultad de preparar de forma cuantitativa los ésteres

metilicos de los dcidos grasos presentes en la gran diversidad de lipidos de la leche.

La catdlisis acida usando trifluoruro de boro, dcido sulfUrico o bien dcido clorhidrico
permite la metilacion de dcidos grasos libres, fosfolipidos y triacilgliceroles. Sin embargo
fiene ciertos inconvenientes. El uso de trifluoruro de boro requiere altas temperaturas y
elevados tiempos de reaccion para metilar los AG de la leche, con la consiguiente
isomerizacién de los AG cis a tfrans y la formacidén de artefactos metoxi (Molto-
Puigmarti et al, 2007). El tdndem dcido clorhidrico/metanol permite la metilacién a
temperatura ambiente de patrones, pero son condiciones muy suaves para muestras
reales, que requieren elevar la temperatura a 80°C vy el tiempo de reaccion a 30 6
incluso 60 min. Con ello se consigue la metilacion, pero también la isomerizacion y la
formacion de artefactos metoxi. A mayor tiempo y mayor temperatura de reaccion,

mayor porcentaje de isomerizacion (Park et al., 2001).

Por el contrario, la catdlisis basica se usa principalmente para la metilacion de los
triacilgliceroles. El tdndem metilato de sodio/metanol tiene la ventaja de no producir
isomerizaciones ni artefactos metoxi, pero estas condiciones son tan suaves que no
permiten la formacién de los ésteres metilicos de todo tipo de lipidos presentes en

matrices reales (Kramer et al., 1997).

Otras estrategias analiticas utilizan combinaciones de metodologias, empleando una
catdlisis bdsica inicial con metilato de sodio/metanol a 80 °C durante 10min, seguida
de una catdlisis dcida con trifluoruro de boro /metanol a 80 °C durante 3min. De este
modo se consigue una metilacion mds completa sin formacién de artefactos metoxi y
con un porcentaje de isomerizacién estimado en un 3%. Ello se debe a que el primer
paso de la metilacién permite convertir parte de los dcidos grasos en ésteres

haciéndolos menos susceptibles a las condiciones dcidas (Molto-Puigmarti et al., 2007).

En cuanto al andlisis de los esteres metilicos obtenidos, la CG es la técnica mds
empleada. Existen diferentes tipos de columnas capilares con fase estacionaria no
polar, polar y muy polar que pueden ser usadas en el andlisis de FAME. Las columnas
altamente polares de cianoalquil polisioxano han sido muy utilizadas en el andlisis de
mezclas complejas de isdbmeros posicionales y geométricos de dcidos grasos poli
insaturados. La fase estacionaria 100% cianopropil con base de siloxano es la mds
usada de todas ellas. La principal ventaja de estas fases estacionarias de alta
polaridad es su elevada capacidad de resolucidn para ésteres metilicos de dcidos
grasos insaturados, en especial, para la separacion de isémeros cis y frans (Alves y
Bessa, 2009). Sin embargo, la polaridad de este tipo de columnas muestra una fuerte
dependencia de la temperatura, feniendo como desventaja una menor estabilidad

térmica en comparacién con ofras fases estacionarias comunes (Mjos, 2005). Mds
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recientemente, se han disenado columnas para el andlisis de ésteres metilicos de AG
®3 y w6 como las fases polietilenglicol enlazadas (Omegawax 250 y 320), que
combinan las ventajas de una relafiva alta resolucion con una mayor estabilidad
térmica. Comparando los resultados obtenidos en ambos tipos de columnas para una
mezcla de FAME, se puede observar que existe una elevada correlacion entre ambas
columnas para la cuantificacion de los AG totales y los AG mayoritarios (coeficientes
de determinacion r2 >0,99). Sin embargo, existen diferencias en la cuantificacion de

algunos AG, en particular los isdmeros cis-, frans C18:1.

Aungue la CG es la técnica de andlisis mds empleada, la complejidad de la mezcla
de AG presentes en leche requiere la combinacién de distintos procedimientos
analiticos para separar, identificar y cuantificar los AG de forma detallada vy
exhaustiva. Este conjunto de técnicas complementarias estd generalmente
compuesto por un fraccionamiento previo de AG y un posterior andlisis de dichas
fracciones por CG (Dreiucker y Vetter, 2011; Rui-Rodriguez et al., 2010; Kramer et al.,
2008). El fraccionamiento previo puede llevarse a cabo bien mediante un extraccion
en fase sélida mediante i6n plata (Ag*-SPE) o bien mediante cromatografia liquida
ibnica (Ag*-HPLC), que proporciona mayor resolucién, especialmente empleada para
el andlisis de los isdmeros del dcido linolénico conjugado. La elucidon de la mezcla de
FAME previomente separada, con mezclas de hexano:acetona en proporcion
creciente de esta Ultima, permite la elucién de los AG saturados (99:1), AGMI trans mds
los isdbmeros t/t del CLA (96:4), AGMI cis y los isémeros c/t del CLA (90:10) vy los AG
diinsaturado (0:100). La elucidn a continuacién con mezclas acetona:acetonitrilo
permitird las elucion de AG triinsaturados (97:3) y los AG tetrainsaturados (94:6) (Kramer
et al., 2008).

Ofra alternativa mds reciente es el desarrollo de técnicas en el IR para la
determinacién de perfiles de AG en leche. Estas técnicas, comparadas con la
metodologia de referencia por CG, son rdpidas, baratas (el coste del andilisis es de
1:100 IR:CG) y multiparamétricas, al ser usadas rutinariamente para andlisis de grasa,
proteina y otros pardmetros considerados cuando se fija el precio de pago de la leche

(Bogomolov et al., 2012).

El método IR mds empleado es el andlisis en el IR medio (MIR), que puede analizar un
gran numero de muestras al dia (mds de 500 muestras/hora). Sin embargo, son
instrumentos preparados Unicamente para el andlisis de leche liquida y costosos, con
lo cual, sélo se consiguen andlisis a un coste razonable cuando el nUmero de muestras
a andadlizar diariamente es elevado. Por el contrario, la tecnologia NIRS permite un
menor numero de andlisis al dia (150-200 muestras / dia), pero el coste del equipo es

menor (1:20 NIR:MIR) y no es especifico de un solo producto (Coppa et al., 2014).
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Soyeurt et al. (2011) han obtenido ecuaciones de prediccidén de AG (expresados como
g/dL leche) mediante calibracion de modelos MIR en un gran niUmero de muestras
individuales de leche de granjas comerciales. Estas ecuaciones fueron validadas en
diferentes ganaderias (Eijndhoven et al., 2013). Rutten et al. (2009) compard las
predicciones MIR en el contenido de ciertos AG en muestras de leche fresca segun las
estaciones, expresada en g dL'! de leche o en g AG 100g' AG. Las ecuaciones de
prediccion de AG expresadas en g dL-' muestran mejores resultados quizds porque la
prediccion de AG mediante MIR es el efecto combinado de predecir el contenido de
grasa y la composiciéon de AG en el mismo espectro (Soyeurt et al., 2011). En esta
regién es posible distinguir las bandas C=0, C-O de los ésteres, por ejemplo, y hasta
cierto punto determinar la longitud de las cadenas y el grado de insaturacién
(Kaylegian 2009a)b).

También se han desarrollado ecuaciones de prediccidn del contenido en AG
mediante NIR, expresados en g 100g' (Coppa et al., 2010). Estos resultados muestran
modelos quimiométricos capaces de predecir hasta 50 AG. Otras investigaciones
preliminares han puesto de manifiesto la viabilidad de cuantificaciéon de AG en leche
con coeficientes de determinacion de 0,9 para algunos AG de interés (CLA, dcido
linoleico conjugado) (de la Roza et al., 2010). Asi mismo, se empled la correlacion de
AG especificos en reflectancia difusa para el andlisis NIRS de muestras de leche liquida
en el rango espectral de 1000 a 2500 nm, para el desarrollo de modelos cualitativos
con la finalidad de diferenciar entre la leche orgdnica vy la producida por métodos
convencionales (Aulrich y Molkentin, 2009). Los resultados sugirieron que la tecnologia
NIRS tenia alto potencial para ser utilizado como un sistema de cribado comercial

para clasificacion de la leche segun modelos de produccién.

Las aplicaciones NIRS a la leche liguida son complejas debido a que la presencia de
un alto porcentaje de agua en las muestra interfiere en los andlisis, debido a la fuerte
banda de absorcidon que presenta este componente en la regién de absorcion de los
analitos, superponiéndose y limitando su deteccién. Ademds, la energia absorbida por
el agua es termo-dependiente, debido a los enlaces mediante puente de hidrégeno
entre moléculas, que alteran la constante de los enlaces covalentes O-H y la
frecuencia de la banda de absorcidn. Un incremento de la temperatura causa una
ruptura de los enlaces de hidrégeno por colisiones térmicas, resultando en un cambio
del perfil de absorcidén (Thyholt e Isaksson, 1997). Probablemente, los métodos de
regresion cldsicos no sean la opcidén éptima para el desarrollo de los modelos de
prediccion, pudiendo ser necesario el uso de herramientas especiales de ajustes,

basadas en métodos de calibracion avanzados (Pérez-Marin et al., 2007).
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Para eliminar este problema la solucidén propuesta fue la deshidratacion de las
muestras, obteniéndose mejores resultados, en detrimento del tiempo de andlisis que
implica una media de 24 horas debido al secado (Coppa et al., 2010; Andueza ef
al.,2013). En la figura 1.3.1.1 pueden verse los espectros NIRS promedio para leche
liguida y deshidratada. El espectro de leche liquida (a) presenta dos bandas de
absorcién mdxima a 1940 y 1450 nm, que son caracteristicas del espectro del agua
(Osborne y Fearn, 1988). En el espectro de la leche deshidratada (b) los md&ximos estdn
localizados a 1734, 1764, 2310 y 2344 nm y estdn relacionados con las bandas de
absorcién de AG. Los resultados mostraron que la tecnologia NIRS puede emplearse
para predecir sumas de AG y ratios (por ejemplo AGS, AGMI, AGPI, trans-AG totales,
frans-C18:1 totales, cis-C18:1 totales, CLA fotales).

p 030
2.500

<4

0.300

2.000 0.250

0.200
1.500

0.150

10 0.100

0.050
0.500

Average absorbance (log (1/R))
Average absorbance (log (1/R))

0.000

0.000
700 200 1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500

Wavelength (nm)

-0.050
700 900 1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500
Yavelength (nm)

Figura 1.3.1.1. Absorbancia promedio (log (1/R) del espectro NIR para leche liquida (a)
y deshidratada (b) (Fuente: Coppa et al., 2010)

Se obtienen también buenos resultados para AG presentes en concentracion media-
alta (por ejemplo caproico, caprilico, caprico, Idurico, miristico,...), pero la prediccién
empeora para los AG presentes en concentraciones bajas o muy bagjos. La
deshidratacién de las muestras mejora la exactitud de la prediccién, incluso se han
empleado modelos NIRS en leche de vaca para predecir la composiciéon de AG en
leche deshidratada de cabra (Andueza et al, 2013). Sin embargo, el andlisis NIRS
puede considerarse factible en leche liquida cuando el objetivo es predecir el
contenido en unos AG concretos no presentes en concentraciones muy bajas (AGS,
AGMI, palmitico y oleico). También se han dado estudios de andlisis mediante NIRS
empleando una extraccién previa sencilla para determinar AGS, AG monoinsaturados
(AGMI), AGPI y los trans en leche liquida (Cabassi et al., 2013).
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Cuando se considera la concentracidon de AG expresada en g 100g!' AG (tabla

1.3.1.1) la prediccion MIR es similar a la NIRS en leche deshidratada para la suma de los

AG saturados pares e impares, los totales saturados (AGS), los insaturados (AGI), los w3,

el ratio C18:1c9/C1é y los CLA totales, para leche fresca y descongelada. Asi mismo, la

prediccion NIR en leche deshidratada es mejor que la MIR en lo que respecta a los AG

monoinsaturados, rafio wé/ w3 y en especial para los polinsaturados (PUFA), C18:1cis y

w6, mientras que se observa la tendencia contraria en la suma de los AG ramificados.

Una razdén posible para estos resultados podria ser la contribuciéon del espectro visible

(400-760 nm), especialmente en leche fresca. El intervalo del espectro visible juega un

papel clave en la discriminacién por NIRS, para determinar diferentes contenidos en

AG en leche (Coppa et al., 2012).

Tabla 1.3.1.1. Estadisticos para la prediccién NIRS y MIR de AG en leche fresca (g 100g;

gkg')
Valores NIR calibracién (g 100g-') |
AG SECV RPD R2CV
AGS 0.91 4,20 0,94
1,03 3,85 0,94
AGPI 0,46 2,47 0,48
0.49 2,15 0,82
ACGI 0,95 3.91 0,94
1,04 3.70 0,93
Cl8:1cis 1,12 2,07 0,77
0.96 2,33 0,82
C18:1trans 0,50 2,18 0,79
0.34 3.40 0,91
AG trans 0,76 2,45 0,84
0,62 3.28 0,91
w6 0,38 1,54 0.58
0,40 1,47 0,54
®3 0,18 2,50 0,84
0,18 2,35 0,82
w6/ w3 0.77 2,05 0,77
0.80 1,99 0.75
C18:1c9/C16:0 | 0,06 2,49 0,84
0,05 3,27 0,91
Total CLA 0.21 2,63 0,86
0,18 3.23 0,91

n (humero de muestras)=190-198; SECV: error estdndar de validacién cruzada; RPD: ratio
desviacion estandar/SECV; R2CV: coeficiente de determinacion en validacién cruzada. Los
valores sombreados corresponden a la prediccion MIR (Fuente: adaptada de Coppa et al.,

2014)
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1.3.2. ANALISIS DE METALES TRAZA

Elementos esenciales como hierro, cobre o zinc presentes en la leche, estdn
involucrados en la formacién de metaloproteinas y enzimas que juegan papeles
claves en procesos bioquimicos de la vida humana. Pero al mismo tiempo la leche
puede ser una fuente de exposicidn a elementos nocivos con posibilidad de tener
efectos a largo plazo (Astrup, 1991; Orkarsson et al., 1995; Rey-Crespo et al., 2013).
Todo ello explica el interés en la determinacién de elementos traza en la leche, dada

su importancia en la salud humana (Mckinstry et al., 1999; Prohaska et al., 2000).

Un aspecto importante a resenar, es que la biodisponibilidad de los elementos traza
presentes en los alimentos, depende fuertemente de la forma quimica en la que se
encuentren (especiacion)(de la Flor St. Remy et al., 2004(a); Michalke, 2006; Ferndndez-
Sdnchez et al., 2012). De ahi la importancia de llevar a cabo estudios de especiacion
de los elementos traza presentes, mds que de la cuantificacion total de los mismos. Los
estudios de especiacién, enfocados en obtener informacidén completa sobre la forma
quimica de los elementos traza, son requisitos obligados en el campo nutricional
(Rivero Martino et al., 2001; Ljung et al., 2011). Estos estudios en leche se llevan a cabo
acoplando ‘“on-line” una potente técnica de separacion (por ejemplo la
cromatografia liquida), con una técnica de deteccidon sensible y especifica como la
espectrofotometria de absorcidon atédmica (AAS), el plasma de acoplamiento inductivo
de emision Sptica (ICP-OES) v el plasma de acoplamiento inductivo con deteccidén
masas (ICP-MS). La figura 1.3.2.1 muestra un ejemplo de la distribucién del perfil de
proteinas y de la senal ICP-MS obtenida para las especies en las que se presenta el
azufre, tanto en leche materna en diferentes dias de lactacién, como en distintas

leches formula comerciales.
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Figura 1.3.2.1. Efemplo de la senal ICP-MS para el azufre en leche materna durante
distintos dias de lactacion (A) y distintas leche férmula (B) previa separacion
cromatogrdfica. (Fuente: de la Flor St. Remy et al., 2004).
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Para la cuantificacion total de metales fraza, la mayoria de los métodos
espectroscopicos requieren de una mineralizacién de la muestra para eliminar la
materia orgdnica de los alimentos. El método mds frecuentemente utilizado es la
calcinacién, ya sea por via seca o por via hUmeda, con agentes oxidantes. La via

humeda puede realizarse en vasos abiertos o sistemas cerrados bajo presién.

Las técnicas convencionales de calcinacidon por via himeda en vasos abiertos
involucran el calentamiento de la muestras en dcido por periodos largos. Las mezclas
mds comUnmente utilizadas son HNOz/H202, HNO3/H2SO4/HC104 y HNO3/HC10O4. Sin
embargo, estos sistemas también tienen una serie de desventajas: se requieren largos
periodos de calentamiento y grandes cantidades de dcidos y existe un riesgo de

contaminacién y pérdidas durante la mineralizacion.

Estas desventajas han llevado al desarrollo de sistemas cerrados, donde la
descomposicion puede readlizarse bajo temperatura y presion elevadas. Se reduce
significativamente el tiempo de digestion, se necesitan solo cantidades pequenas de
dcidos y se elimina el riesgo de pérdida de elementos voldtiles o contaminacién aérea.
En la actualidad, se encuentran disponibles diversos sistemas que ufilizan bombas
calentadas con microondas, las cuales permiten una rdpida digestion (10-20 min) de la
mayoria de los alimentos, usando sélo HNOs y H202 (Kingston y Jassie, 1988; Knapp,
1991).

En la actualidad, estd disponible una amplia variedad de métodos analiticos para el
andlisis de minerales y elementos traza en los alimentos. Los métodos mds
frecuentemente utilizados se incluyen en la tabla 1.3.2.1. La eleccidon del método
analitico, por lo general, depende de la instrumentaciéon disponible, la experiencia del

laboratorio y los niveles de concentraciéon del analito (figura 1.3.2.2).

ICP-MS$ a b
Coormns ]
[icrans |,

001 01 1 10 100 1000 pg L? Bajo«—— Costos relativos —— Alto

Figura 1.3.2.2. a) Limites de deteccion tipicos para las principales técnicas
espectrométricas b) Sistemas tipicos de costo para los sistemas espectométricos
atémicos.
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Tabla 1.3.2.1. Técnicas de andlisis de minerales y elementos traza en distintos alimentos

Técnica Elemento Matriz Referencia
Fuorometria Se Miel Costa-Silva et al.,
2011
Agua,
Espectrofotometria UV-VIS As bebidas, Gurkan et al., 2015
arroz
Alubias,
. ., frutas,
Espectrometria de absorcion berLtJ)igSos
atémica de llama, FAAS (flame Cd (1), Pb(ll) o Dasbasi et al., 2015
atomic absorption spectrometry) especias.
carne,
verduras
Espectrometria de absorcién
atébmica de horno de grafito, As, Cd, Cu, Mn, Pb, Aceite
GFAAS (graphite furnace atomic n vegetal Zhuraviev et al., 2015
absorption spectrometry)
Nueces de
. ., Brasil,
Espectrometria de absorcion ros! .
atdbmica por generacion de melocoton,
lubi | Li t
hidruros, HGAAS (hydride Se alubia Cabralde Lima e
. . . blanca, al., 2013
generation  atomic  absorption .
spectrometry) harina de
P arroz, leche
en polvo
Cpectomel e T LS ok Co.vg W
Ba, Cd, Co, Cr, Cu, .
inductivamente, ICP-AES a.cd, co C.r cu Yogurt Luis et al., 2015
. . Fe, Mn, Mo, Li, Pb,
(inductively coupled plasma

atomic emission spectrometry)

Espectrometria de masa de plasma
acoplado Inductivamente, ICP-MS
(inductively coupled plasma mass
spectrometry)

Zn, Ni, Sr, V.

Ba, Cr, Cu, Mn, Ni,

Rb, Sr, In, Se, Be, Bi,
Co, Cs, Ga, Li, U, V,

As, Cd, In, Pb, Tl

Yogurt, leche

Khan et al.,, 2014

El ICP-MS se ha convertido en una técnica analitica estdndar para el andlisis rdpido

multielemental de muestras bioldgicas (Sarmiento-Gonzdlez et al., 2008) incluida la

leche, debido a sus capacidades multielementales, extrema sensibilidad y selectividad
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(Rivero Martino et al., 2001, de la Flor St. Remy et al., 2004a,b; Gonzdlez Iglesias, 2010),

ademds de rapidez.

Los instrumentos ICP-MS constan de una fuente de ionizaciéon (plasma), un analizador
de masas (que mide el ratio masa/carga, m/z, de los analitos ionizados) y un detector
(que registra el nUmero de iones para cada valor del ratio m/z). A estos tres elementos
hay que unir, un sistema de infroduccién de muestra, una interfase y una serie de

sistemas de lentes que completan el equipo (Aebersold y Mann, 2003).

La infroduccidon de lo muestra depende del tipo de matriz. Las muestras liquidas se
infroducen en forma de un fino aerosol (formado en el sistema de nebulizaciéon) a
fravés del canal central de la antorcha, en el plasma. Las muestras sdlidas requieren un
sistema especifico, como por ejemplo la ablacién Idser. En el caso de las muestras
liguidas, cuando una gota del aerosol entra en contacto con el plasma, tiene lugar la

desolvatacién, vaporizaciéon, atomizacién y una ionizacion de los analitos.

El analizador de masas es una pieza clave dentfro del sistema. Idealmente, un
analizador deberia ser capaz de distinguir entre diferencias muy pequeias de masa.
Ademds, los analizadores deberian permitir el paso del suficiente nimero de iones para
dar lugar a corrientes de iones fdcilmente medibles. Sin embargo, estas dos
propiedades no son totalmente compatibles y siempre se debe llegar a un
compromiso en el diseno. En la figura 1.3.23 y 1.3.2.4 pueden verse distintas
configuraciones instrumentales de MS existentes, las cuales se describen a

contfinuacion:
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Figura 1.3.2.3. Esquema analizador de masas de sector magnético de doble enfoque.
(Fuente: Ruth E. Wolf, 2005)
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Figura 1.3.2.4. Diversas configuraciones insfrumentales de ICP-MS (Fuente: Aebersold y
Mann, 2003)

Los analizadores de sector magnético (figura 1.3.2.3) utilizan un imdn permanente o un
electroimdn para hacer que el haz de iones de la fuente se mueva en una trayectoria
circular de 180, 90 o 60 grados. Esta terminologia se utiliza porque un conjunto de iones

que salen de la fuente con la misma relacion masa/carga, pero con una distribucién
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direccional algo divergente, estardn afectados por el campo magnético de tal
manera que se produce una distribucion direccional convergente cuando los iones
dejan el campo. Con el objeto de medir las masas atdbmicas y moleculares con una
precisibn de unas pocas partes por mildén, es necesario disefar instrumentos que
corrijan tanto las distribuciones direccionales como las de energia de los iones que
dejan la fuente. El término doble enfoque se aplica a los espectrometros de masas en
los cuales las aberraciones direccionales y las aberraciones de energia de una
poblacién de iones se minimizan simultdneamente. El doble enfoque se consigue
utilizando combinaciones seleccionadas cuidadosamente de campos magnéticos
(deflectores magnéticos) y electrostdticos (sectores electrostdticos). Normalmente
para conseguir alta resolucién se coloca antes o después del sector magnético un
analizador electrostdtico que enfoca a la rendija de salida solo los iones portadores de
una energia translacional en un margen muy cercano y rechaza los iones cuyas
energias son distintas a las seleccionadas. Los iones de energia correcta describirdn
una trayectoria de radio "r" que les permite atravesar la rendija de salida, mientras que
los iones de energia diferente seguirdn trayectorias de menor o mayor radio, por lo que
serdn rechazados. Otro analizador de masas basado en este sistema es el ICP-MS
multicolector. Este equipo se ha disefado y desarrollado para el andlisis isotépico de
alta precision. Se trata de un sistema de doble enfoque con 5-10 detectores situados
en torno a la rendija de salida, pudiendo ser detectados simultdnemanente los

isétopos de un mismo elemento, dando asi lugar a una técnica de gran precisién.

Un cuadrupolo (figura 1.3.2.4) es parecido a un filtfro de banda estrecha variable, ya
qgue en unas determinadas condiciones de operacion fransmite sdlo iones de un
peqgueno intervalo de relaciones m/z. Son cuatro barras de metal que se encuentran
paralelas y equidistantes al eje. A cada pareja de polos se le aplica un potencial
constante, mediante corriente continua (DC) y simultdneamente un potencial
oscilante mediante corriente alterna (AC). De esta forma se consigue crear una
distribucion de campo en el espacio interior a los 4 polos. Una particula i sometida a la
accién del campo cuadrupolar, describe una trayectoria definida por las ecuaciones
de movimiento de Mathieu. Estas trayectorias definen los iones que van a ser capaces
de atravesar el cuadrupolo vy llegar al sistema de deteccion. De esta forma, variando
los potenciales U y V aplicados a los polos, podemos ‘“sinfonizar” una determinada
masa y medir la senal que de ella llega al detector. Todos los otfros iones son
neutralizados y eliminados como moléculas sin carga. Debido a que los cuadrupolos
funcionan por eliminacién selectiva de iones, se llaman a menudo filtros de masas, en

vez de analizadores de masas.
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El analizador lon-trap o trampa de iones (figura 1.3.2.4), captura o atrapa inicialmente
los iones durante un cierto intervalo de tiempo, para luego someterlos a un andlisis de
Masas 0 Masas-masas. Son sensibles y robustos y relativamente asequibles desde el
punto de vista econdmico (Aebersold y Mann, 2003). Consiste en un electrodo anular y
un par de electrodos colectores. Se aplica al electrodo anular un potencial de
radiofrecuencia variable mientras que los dos electrodos colectores estdn conectados
con tierra. Los iones con un valor apropiado de m/z circulan en una érbita estable
dentro de la cavidad que estd rodeada por el anillo. Cuando el potencial de
radiofrecuencia se aumenta, las érbitas de los iones mds pesados llegan a estabilizarse,
mientras que las de los iones mds ligeros se desestabilizan, lo que causa colisiones con
la pared del electrodo anular. Cuando este dispositivo funciona como un
espectrometro de masas, los iones quedan atrapados en el interior de la trampa
mediante la aplicacién de los voltajes y radiofrecuencias adecuados, pudiéndose de
esta forma hacer experimentos con ellos. Se extraen los iones que no inferesan de la
frampa y dejamos el que interesa estudiar, colisionando con He, llevando a cabo

estudios masas/masas.

El analizador de transformada de Fourier (figura 1.3.2.4), es también un analizador de
frampa, aunque atrapa los iones bajo alto vacio y elevado campo magnético.
Proporciona una alta sensibilidad, exactitud y resolucidn, aungue tiene un coste
elevado y un funcionamiento complejo. La parte fundamental de un instrumento de
fransformada de Fourier es una trampa de iones en la cual los iones circulan en érbitas
bien definidas durante largos periodos. Tales cavidades se construyen aprovechando
el fendmeno de resonancia idnica ciclotrénica. Es posible alcanzar una resolucion
extremadamente elevada dado que las medidas de frecuencia se pueden realizar

con elevada precision.

En los instrumentos de tiempo de vuelo (Time Of Flight — TOF, figura 1.3.2.4), los iones son
acelerados por un impulso de campo eléctrico de 103 a 104 V que tiene la misma
frecuencia, pero retrasada, que el impulso de ionizacion. Las particulas aceleradas
pasan entonces a un tubo analizador de un metro de longitud sobre el que no actia
ningun campo. Debido a que todos los iones que entran en el tubo tienen idealmente
la misma energia cinética, sus velocidades en el tubo deberdn variar de modo inverso
a sus masas, y por tanto las particulas ligeras llegardn antes al detector que las
pesadas. Los tiempos de vuelo tipicos estdn entre 1y 30 us. Desde el punto de vista de
la resolucién y reproducibilidad, los instrumentos que utilizan separadores de tiempo de
vuelo no son tan satisfactorios como los magnéticos y de cuadrupolo. Sin embargo,

algunas ventajas compensan parcialmente estas limitaciones como son la simplicidad
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y la robustez, el facil acceso a la fuente de iones vy el virtualmente ilimitado intervalo de

Masas.

En cuanto al detector del ICP-MS, en los primeros anos predominaban los
multiplicadores de electrones de deteccidén puntual situados en el ambiente de alto
vacio del espectrometro. Mds tarde fueron apareciendo nuevos desarrollos para
deteccidén puntual, como los detectores "Channeltron” de bajo coste y uso general, y
los sistemas de conversidn foténica mds sofisticados, sensibles y duraderos. También
han aparecido sistemas de deteccidon simultdnea, tales como baterias de
micromultiplicadores multicanal (Microchannel Plate o Multichannel Multiplier Array
Detector), combinadas normalmente con posterior centelleo o conversidn foténica,
cuya aportacién a los nuevos desarrollos instrumentales en Espectrometria de Masas

ha sido importante.

Si bien, el ICP-MS es una poderosa técnica analitica multielemental, sin embargo, sufre
de interferencias especirales y no especirales, que pueden ser especialmente
problemdticas en el andlisis de muestras complejas y variadas (Garcia R., 2011). Las
interferencias espectrales, se producen por solapamiento del pico con el analito de
interés, generando resultados inexactos y usualmente errores por exceso. Las
interferencias no espectrales son debidas a la matriz de la muestra, generan un
aumento o pérdida de sensibilidad, resultados inexactos (malas recuperaciones) y una

precisién pobre y deriva en los resultados.

Existen dos fuentes principales de interferencias especirales: presencia de ofros
elementos (solapamiento de mds de un elemento compartiendo la misma masa
nominal o especies doblemente cargadas) y especies moleculares (solapamiento de
un idn molecular con el analito de interés, casi siempre compuesta de dos elementos

ArO*y ArCl* y derivadas de los gases del plasma, solvente y matriz).
Existe distintas estrategias para eliminar los problemas de interferencias espectrales:

- Elegir el mejor isétopo para la muestra en cuestion.

- Reducir o eliminar la interferencia eliminando su fuente.

- Adaptar la etapa de preparacion de la muestra. Utilizar ecuaciones de
correcciéon matemdaticas.

- Eliminar la interferencia con la tecnologia de la celda de colision/ reaccion.

Estas Ultimas consisten en una celda presurizada colocada entre la interfase del ICP-MS
y el analizador de cuadrupolo del espectrometro de masas. La celda contiene una
guia de iones multipolar: cuadrupolo (2° orden con 4 barras, similar al analizador de
cuadrupolo) o bien octopolo (4° orden con 8 barras). Los voltajes RF en las barras

focalizan y guian los iones y la celda actia como guia cuando no estd presurizada y
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cuando si lo estd, los iones interaccionan con el gas de la celda. El analito, matriz e
iones interferentes entran en la celda y las condiciones de la celda deben eliminar de

forma efectiva las interferencias sin reducir excesivamente la fransmisidon del analito.

Cuando la celda funciona en modo reaccidn, se emplean como gas reactivo Ha, CHy,
NHs3, He/H2 u O2. EI mecanismo principal de eliminacién del interferente es una
reaccion. Pueden darse dos situaciones: que el poliatdbmico interferente sea mds
reactivo que el andlito con el gas reactivo elegido, permitiendo la eliminacién
preferente del interferente; o bien, (menos comun) que el analito sea mds reactivo y se

tfransforma en una nueva especie de masa diferente.

Cuando la celda funciona en modo colisién, el gas inerte de la celda es He. La
eliminacién del interferente es mediante dos mecanismos no-reactivos, la disociacién
inducida por colisiones (CID) y la discriminacién de energias cinéticas (KED), sin
conversion de especies, pudiendo ser aplicado a muchos poliatédmicos sin crear
nuevos iones (interferentes potenciales). Se usa la colision con un gas inerte de las
especies poliatdmicas basdndose en su tamano, en lugar de su reactividad relativa
con un gas. Dado que las interferencias poliatémicas son mayores que los iones de
analito de la misma masa, su mayor seccion implica que sufrirdn mayor niUmero de
colisiones con el gas de la celda y perderdn mds energia en su trayectoria hacia la
region presurizada. Al alcanzar la celda de salida tendrdn menor energia que los iones
del analito, pudiendo frenarlas usando una barrera de voltaje que permita llegar al

analizador Unicamente el analito.
Este mecanismo tiene una serie de ventajas (Garcia, 2013):

- He es inerte, no se generan nuevas interferencias en la celda con la matriz de
la muestra.

- He no reacciona con el andlito ni con el estdndar interno, ni causa pérdida de
senal.

- No es un sistema especifico de una interferencia en concreto, luego pueden
eliminarse distintas interferencias de un mismo analito o de diferentes analitos
simultdneamente.

- No se requiere un conocimiento previo de la matriz de la muestra, ni desarrollo
metodoldgico, contrariamente a lo que ocurre en el modo de reaccion.

- Se puede aplicar a tfoda muestra y matriz, empleando las mismas condiciones
(flujo de gas).

- No es necesario optimizar voltajes.

- No se usan ecuaciones de correccion.
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En el andlisis a nivel de ultratraza, la celda de reaccidén permite una eficaz eliminaciéon
de interferencia, mediante el sistema denominado ICP-QQQ (triple cuadrupolo) que
consiste en la combinacion de dos cuadrupolos y una celda de reaccién (Agilent
Technologies, 2015). Un ejemplo del mismo puede verse en la figura 1.3.2.5, en la que
se esquematiza la deteccion de Se empleando un sistema ICP-MS con cuadrupolo y
celda de reaccién convencional (a) comparado con el citado ICP-QQQ (b). El primer
cuadrupolo Q1, actia como filtro de masas, permitiendo que pasen Unicamente los
iones con un determinado ratio m/z a la celda de reaccion. En ellas tiene lugar la
reaccién del analito generando otros compuesto de masa distinta a los interferentes,

que son entonces rechazados en el segundo cuadrupolo.
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Q2 (m/z 96) — rejects all ions
®Zr, %iMo*, %Ru* apart from m/z 96
Q1 (m/z 80) — rejects all ions
apart from m~z 80

Figura 1.3.2.5. Deteccion de Se empleando un sistema ICP-MS con celda de reaccion
(a) vs. ICP-QQQ (b)

En cuanto a las interferencias no espectrales o de matriz, podemos destacar el efecto
de los altos sdlidos disueltos que generan supresidon de la sefal, depdsitos en los conos
y depdsitos en la dptica idnica. Algunas de las estrategias para la eliminacion de estas
interferencias de matriz son:
- Trabajar a mayores potencias RF (>1500) para una mayor temperatura del
plasma
- Trabajar con una mayor distancia de muestreo (que maximiza el tiempo de
residencia de la matriz en el plasma).

- Usar antorcha de 2,5mm didmetro interno
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- Trabajar con flujos bajos de carrier y muestra (para crear condiciones de
jonizacién mds robustas).

- Diluir muestras con muy alto contenido en matriz.

- Usar siempre un estdndar Interno.

- Inferfase HMI (high matrix introduction), que diluye la muestra utilizando un flujo
de argon, anadido después de la cdmara de nebulizacién, optimizando
pardmetros del plasma.

- Andlisis por adiciones estadndar o dilucién isotopica.

l.4. FUNDAMENTOS DE LA TECNOLOGIA NIRS

El descubrimiento de la radiacion infrarroja fue realizado por Friedrich Wilhelm Herschel
en el ano 1800 cuando estudiaba el color responsable del calor de la luz solar dentro
del rango visible del espectro electromagnético. Para ello, equipado con un
termdédmetro y un prisma con el que separar los colores de la luz solar, pudo apreciar un
incremento de la temperatura al colocar el termdémetro mds alld de la regién del color
rojo del espectro visible. A esta radiacion invisible la denomind radiacién infrarroja
(Barton, 2002). No se desarrolld tecnoldgicamente e instrumentalmente hasta la
década de los sesenta del siglo XX, por el grupo de investigacién de Karl Norris en el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (Norris y Hart, 1965). La
espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS, por sus siglas en inglés
Near Infrared Reflectance Spectroscopy) es una técnica espectroscdpica vibracional
basada en la regién espectral del infrarrojo cercano que va desde los 770 hasta los
2500nm (longitudes de onda) o lo que es lo mismo desde los 12900 cm ! hasta los 4000
cm- (nimero de onda), que consiste en la emision de un haz de radiacién sobre la

muestra.

Las longitudes de onda correspondientes al infrarrojo cercano son las mds energéticas
de todo el rango del infrarrojo y por lo tanto, sus frecuencias caracteristicas le
proporcionan una serie de propiedades especificas. La figura 3.3.1, muestra los distintos
fendmenos que se producen cuando la energia radiante interactta con la materia.
Estos pueden ser fendmenos de absorcidén en los que la energia es absorbida por la
materia, de reflectancia difusa cuando parte de la luz incidente que llega a la
superficie, penetra en la muestra y es reflectada (contiene informacién sobre la

muestra) o de transmisién, cuando parte de la radiacién atraviesa la muestra
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completamente, saliendo por el lado opuesto a la fuente de luz. No obstante, también
ocurren fendmenos de pérdida de energia por refraccién, reflexion especular, en la
que la radiacion llega a la superficie y es reflejada sin llegar a penetrar en la muestra y
por tanto no tiene informacién sobre la misma al no interactuar con sus moléculas, y/o
por Ultimo fendmenos de radicacién dispersa (scatter) cuando la radiacion no
reflejada que penetra la muestra es dispersada en multiples direcciones, viéndose

afectada por el tamano de particula y el indice de refraccion (Siesler et al., 2002).

La técnica NIRS, como técnica espectroscdpica vibracional, se basa en vibraciones
moleculares que se producen al incidir una determinada frecuencia en la molécula;
esa frecuencia activadora dependerd de la fuerza del enlace quimico entre dtomos
(fundamentalmente CH, NH, OH y CO), sus masas atémicas y las interacciones

infermoleculares.

Interaccion materia - radiacion

o // -
v “
-
p 0‘
A -
«
vy N

Reflectancia especular Reflectancia difusa Scattering (luz dispersa)
4
\
., 4
Absorcion Transmitancia Refraccion

Figura 3.3.1. Fendmenos de interaccidon entre la radiacion electromagnética y la
materia. (Fuente:adaptado de Clinuvel Pharmaceuticals, 2010).

Los modos de vibracién mds importantes se engloban en dos grandes grupos: aquellas
vibraciones de tensidn (stretching), tanto simétricas como asimétricas y las vibraciones
de flexion o deformacion (bending), ya sean en el mismo plano o fuera de él. En la

figura 3.3.2 aparecen esquematizados algunos modos de vibracion.

La energia absorbida incrementa la energia de lo modos de vibracién de las

moléculas a través de fres mecanismos diferentes:
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— Sobretonos o armodnicos de las vibraciones fundamentales existentes en la
region del infrarrojo medio, los cuales son multiplos aproximados de las
vibraciones fundamentales.

— Combinacién de dos o mds vibraciones fundamentales del infrarrojo medio.

— Absorciones electronicas, debidas al movimiento de electrones entre diferentes

niveles energéticos.

+ +
symetrical stretching: los &tomos se bending scissoring: movimiento wagging: movimiento de
acercan y se alejan simultdneamente de tijera en el plano balanceo fuera del plano
del centro
+ -
asymetrical stretching: un dtomo rocking: movimiento de twisting: movimiento de
se acerca al centro y ofro se aleja torsion en el plano aleteo fuera del plano

Figura 3.3.2. Vibraciones moleculares de dos dtomos frente a un dtomo central.

Un espectro NIR es una representacién grdfica de la intensidad reflejada o transmitida
por la muestra en funcidn de las longitudes de onda. Dicho espectro estd compuesto
bdsicamente, por sobretonos y combinaciones de bandas que se caracterizan por ser
bandas anchas, solapadas y de baja intensidad, que a diferencia de la regién del
infrarrojo medio, no pueden ser interpretadas o asignadas a un compuesto quimico
determinado. No obstante, las bandas en la regién NIR estdn dominadas por enlaces
moleculares del tipo X-H donde X puede ser un dtomo de C, un nitrébgeno N, un
oxigeno O, un azufre S o grupos C=0, que dan una huella fisico quimica Unica para
cada material analizado (Williams y Norris 2001; Osborne et al., 1993). Sin embargo, dos
espectros de un mismo material pueden presentar ligeras diferencias debido a
factores como la temperatura, humedad, cristalinidad, tamano de particula, etc que
pueden producir efectos multiplicativos y/o curvaturas de la linea de base. Por otfra
parte, el espectro puede estar sometido a otfras fuentes de error, las relacionadas con

el instrumento (relacién senal/ruido, precisidon en la longitud de onda, linealidad de la
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senal, tipo de cdpsula, etc) y operacionales (preparacion de la muestra, estrategia de
calibraciéon, modelos quimiométricos, etc) aparte de las anteriormente citadas,

relacionadas con la muestra.

En una situacion ideal, la sefial medida por un instrumento deberia ser el espectro de
absorcién de la muestra, sin embargo, la mayoria de los espectrofotdbmetros miden la
radiacioén no absorbida, ya que sdlo en el caso de gue las medidas de absorcién se
realicen de manera adecuada, se obtendrdn espectros vdlidos. El objetivo es la
medida con precisidon de la absorcién relativa respecto a una referencia estable y la
aplicacion de la ley de Lambert-Beer que define la correlacion entre la concentracién
de un anadlito y su absorbancia a una determinada longitud de onda. Aungue
tedricamente no es exacta para la espectroscopia NIR, dado que sélo es vdlida en
ausencia de luz dispersa en la muestra (Osborne, 2000) ha sido y es ampliamente
utilizada. Se mide la transmitancia o reflectancia difusa para correlacionarla con la luz

absorbida segun la siguiente ecuacion:

lo

Absorbancia= log ( )= -logT= €& (M *b*c

Iy

1 lo €(A)c
Absorbancia=log (——)= -log ( )
R I, S

Donde lp es la intensidad de la radiacién incidente, I+ se refiere a la intensidad
fransmitida a fravés de la muestra, T es la fransmitancia, R la reflectancia, I
corresponde con la intensidad reflejada, ¢ es el coeficiente de absorcidon molecular
como funcién de la longitud de onda (A), b es el paso dptico de la luz a través de la
muestra, S es el coeficiente de dispersion y ¢ es la concentracion de las moléculas
absorbentes. El paso optico es un factor a confrolar en las medidas dada su
importancia en la ecuacion. En tfransmitancia se define como el espesor de cubeta,
mientras en reflectancia es funcidn de la estructura microscopica del material

analizado.

Hay cuatro modos de andlisis NIRS principales: reflectancia, transmitancia,
interactancia y fransreflectancia (Shrenk y Westerhaus, 1995, figura 3.3.3) cada uno
tiene sus ventajas y sus limitaciones: reflectancia (muestras sdlidas y semisdlidas) es el
modo que mide la reflectancia difusa, luz reflejada que ha penetrado en la superficie

de la muestra. La transmitancia (muestras gaseosas, liquidas, semiliquidas y sélidas)
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mide la luz que ha atravesado la muestra y es detectada en el lado opuesto a la
fuente de radiacién. La transreflectancia (para muestras liquidas y semiliquidas) es un
hibrido de las dos anteriores, en el cual la radiacion atraviesa la muestra, es reflejada
en una superficie reflectante (generalmente aluminio u oro) en contacto con la
misma, vuelve a atravesar la muestra y es, entonces, cuando llega al detector. La
interactancia se basa en una sonda de fibra éptica donde el detector estd separado
de la fuente de radiacién, pero ambos en contacto directo con la superficie del
producto (Osborne, 2000).

() Fuentede radiacion

@ Detector

Reflector

i 1
T TR Mueshia

/ \ I / \ Fibra 6ptica
o @ o O @
A B C

Figura 3.3.3. Esquema de modos de andlisis NIRS: A) Reflectancia B) Transmitancia C)
Transreflectancia D) Interactancia. (Fuente: Zamora, 2013)

1.5. QUIMIOMETRIA Y SU APLICACION EN LA TECNOLOGIA NIRS

La quimiometria es un término introducido por Wold (1972), que fue definida como la
disciplina de la quimica analitica que mediante el uso de métodos estadisticos,
matemdticos y otfros de logica formal, disefa o selecciona procedimientos vy
experiencias 6ptimos de medida y/o trata de obtener la mdxima informaciéon quimica

relevante a partir de datos quimicos.

En la tecnologia NIRS, la gran superposicidon de las bandas de absorcidén de los
diferentes constituyentes presentes en la muestra, la gran cantidad de datos existentes,
la elevada informacion redundante (colinealidad), provoca una baja selectividad de
los datos espectrales NIRS. Por ello es muy poco Util la aproximacién univariante
fradicionalmente empleada en el resto de técnicas espectroscépicas (Osborne et al.,
1993; Naes et al, 2002). Ademds de dichos factores, la extraccion de informacion

relevante de los espectros NIR se complica debido a la presencia de numerosas
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fuentes de error que afectan al dato espectral, que segun Wiliams (1996), pueden
estar relacionadas con el instrumento, con la muestra y con las operaciones de
preparacién de muestra para el andlisis. Todo ello provoca que sea necesario emplear
herramientas quimiométricas complejas en el fratamiento de los datos espectrales con
el fin de obtener la informacién relevante (Geladi y DAbakk, 1995), entre las cuales
destacan los métodos de andlisis multivariante, que en el caso de la tecnologia NIRS,
se empleardn para estimar cualquier propiedad de la muestra (fisico-quimica,
fundamentalmente) a partir de multiples variables espectrales (valores de absorbancia

a diferentes longitudes de onda).

El procesado de los datos espectrales requiere de la aplicacién de algunas
transformaciones matemdticas capaces de eliminar cambios de linea de base,
cambios de pendiente y curvilinearidad de espectros, es decir, reducir la influencia de
determinados factores fisicos en el espectro. Las transformaciones matemdaticas que

generalmente se aplican incluyen el cdlculo de:

- Primera y segunda derivada (Osborne et al., 1993). Aplicando el concepto
matemdtico de derivada a los datos espectrales, se reduce el efecto del tamanio de
particula, simplificando la correlacidon entre los datos espectrales a diferentes

longitudes de onda y corrigiendo la linea de base del espectro.

- Detrend (DT, Barnes et al., 1993) — Es la aplicacion de una funcion polindmica de
segundo grado sobre los valores de reflectancia en log 1/R, para eliminar la curvatura
lineal y cuadrdtica de cada espectro debidas a las diferentes presiones de

empaqguetamiento.

- Standard normal variate (SNV, Barnes et al., 1993) — Es la transformacion matemdtica
de los espectros en log 1/R, cuya finalidad es reducir el efecto del tamano de particula
y la dispersién, que consiste en restar a cada valor original de absorbancia la media

del espectro y dividir este resultado por la desviacion tipica del mismo.

- Standard normal variate transformation and detrending (SNV&D, Barnes et al., 1989).
Combinando los dos anteriores, corrige la linea de base y elimina las interferencias
entre espectros correspondientes a muestras de similar composicion quimica, pero con

tamano de particula diferentes y

- Multiplicaticative scatter correction (MSC, Isaksson y Naes, 1988). Su finalidad es
reducir o eliminar las diferencias asociadas con la radiacién difusa entre las muestras
antes de efectuar la calibracién. Consiste en una regresién lineal entre los valores
espectrales de cada muestra, cuyas absorbancias son valoradas de acuerdo con su

desviacién estdndar, y el espectro promedio. A cada valor de log 1/R se le resta la
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constante de interseccién y se le divide por la pendiente de la recta de regresion

estimada.

Los datos espectrales obtenidos de un instrumento NIRS, sometidos o no a algun tipo
de tfratamiento de los descritos previamente, pueden ser empleados tanto en andlisis

cuantitativo como en cualitativo.

1.5.1. ANALISIS CUANTITATIVO

Este es el andlisis mds extendido dentro de las aplicaciones de la tecnologia NIRS y
estima la concentracién de una analito en una determinada muestra. Implica el
desarrollo de una ecuacién matemdtica, mediante el establecimiento de una relacién
entre los valores espectrales expresados como log (1/T) o log (1/R) y los de un método
analitico de referencia, en muestras de composicion conocida. Este proceso se
conoce con el nombre de etapa de calibracidén, a la relacidn matemdadtica
desarrollada se le denomina ecuacion de calibracion y el grupo de muestras de
composicidn conocida se designa como colectivo de calibracién o aprendizaje. Una
vez establecida la ecuacion de calibracién, ésta permite predecir el contenido de
otras muestras de caracteristicas similares a las incluidas en el grupo de calibracién
(Shenk y Westerhaus, 1995 a)b) y 1996). La obtencidn de las ecuaciones de calibracién
globales o universales, de amplio uso, requieren el seguimiento de determinadas
estrategias, que exigen un conocimiento cientifico especifico, gran carga de trabajo vy

elevado coste inicial.

Una etapa de gran importancia en el desarrollo de una ecuacion de calibracién NIRS
es la selecciéon de muestras que van a constituir el colectivo de calibracién, para que
quede representada la variabilidad, tanto espectral como quimica del colectivo,
existiendo numerosos métodos que permiten una correcta seleccidn de muestras. La
mayoria de dichas herramientas se basan en la readlizacion de un andlisis de
componentes principales (CP), seguido del cdlculo de distancias entre muestras
(espectros) en un espacio n-dimensional, a través generalmente de la distancia de
Mahalanobis (Shenk y Westerhaus, 1995 a)b) y 1996).

Una vez seleccionadas las muestras de calibracién, éstas deben ser analizadas
mediante el método de referencia y NIRS. A continuacidn, hay que seleccionadas las
variables espectrales a considerar (longitudes de onda seleccionadas, componentes
principales, etc.) para desarrollar el modelo matemadtico que relacione ambos tipos de
datos. Para ello existen diferentes métodos de regresion (Naes et al., 2002), siendo los

mdas utilizados en las aplicaciones cuantitativas NIRS:

e Regresion lineal multiple (MLR)
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e Regresidon por componentes principales (PCA)

e Regresidn por minimos cuadrados parciales (PLS)

La regresion MLR, lleva a cabo una regresién a partir de un pequeio nimero de
variables espectrales seleccionadas de entre todo el espectro NIR. Dichas longitudes
de onda, seleccionadas mediante un test F, son aquellas que presentan una mayor
correlacion entre el valor de absorbancia a una longitud de onda determinada vy el

dato de composicidon quimica.

Los métodos de regresion PCA y PLS se asemejan en sus fundamentos ya que mediante
ambos métodos se pretende generar nuevas variables, combinacién lineal de los
datos espectrales originales y emplear estas nuevas variables en el desarrollo de la
ecuacién de regresidon (Shenk a)b) y Westerhaus, 1995; Martens y Martens, 2000). Asi,
Unicamente es considerada en el desarrollo de la regresion aquella informacion
presente en los datos espectrales realmente relevante. La principal diferencia entre
ambos se basa en el tipo de combinaciones lineales que se construyen a partir de los

datos originales.

El andlisis de regresién por componentes principales (PCA) emplea los valores de las
componentes principales que es un procedimiento matemdatico que calcula vectores
ortogonales (independientes), llamados factores o condiciones, para modelar los
datos espectrales. La combinacién lineal de varios términos permite una descripcion
completa de los espectros. En la prdctica, las componentes principales describen la

forma de los espectros.

El andlisis de regresiéon por minimos cuadrados parciales (PLS) construye unos factores,
los cuales se seleccionan de fal forma que expliquen el mayor porcentaje de
variabilidad, no solo en los datos espectroscédpicos, como en el caso de PCA, sino
asimismo la mayor variabilidad en los datos de composicion quimica (Shenk vy
Westerhaus, 1995; Naes et al., 2002).

Es decir, PCA Utiliza la informacién espectral sin tener en cuenta las caracteristicas
quimicas relacionado con el espectro y PLS para el cdlculo de las componentes

principales de los espectros utiliza ademds la composicidn quimica de las muestras.

En algunos casos, no es posible encontrar una respuesta lineal, por lo que es necesario

recurrir a métodos de regresién no lineales.

Durante el desarrollo de una ecuacién de calibracién NIRS, siempre se observa la
presencia de determinadas muestras que, por diversos motivos, presentan un

comportamiento diferente al resto de muestras presentes en el colectivo de
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calibraciéon. Siendo un paso fundamental durante el proceso de calibracion, la
deteccién de outliers o muestras “atipicas”, que se agrupan en dos grande categorias:

andmalos espectrales y andmalos quimicos.

Para lo deteccidon de andémalos espectrales, entre los métodos mds empleados se
encuentra el cdlculo de distancias en espacios n-dimensionales, como puede ser la
distancia de Mahalanobis o el estadistico leverage, y el cdlculo de residuales en los
datos espectrales, es decir, espectros o datos espectrales que presenten una parte
importante de su variabilidad sin explicar por el modelo generado (Shenk vy
Westerhaus, 1995 a)b). Shenk y Westerhaus (1991 b) desarrollaron el algoritmo CENTER,
incluido en paquete estadistico WinlISI (Intrasoft International, Port MAtilda, PA,USA)
que permite calcular la distancia H estandarizada, una variante de la distancia de
Mahalanobis (Mahalanobis, 1936), a partir de un andlisis de componentes principales
de los datos espectrales. En este nuevo espacio vectorial, cada uno de los espectros
vendrd definido por un punto con sus coordenadas (scores) sobre cada uno de los
ejes definidos por los componentes principales considerados. La finalidad de esta
etapa es reducir la dimensionalidad de una poblacién, para evaluar la presencia de
muestras andmalas espectrales en dicho conjunto, mediante el cdiculo de la distancia
H de cada muestra al centro de la poblacién. Se recomienda el uso de un valor de H
limite (H<3).

Ambos tipo de estadisticos (distancias en espacios n-dimensionales y residuales)
pueden ser también empleados en la deteccidén de andmalos quimicos. Sin embargo,
la mds extendida es el cdlculo de residuales, en este caso, en los datos de
composicidn es empleando un test similar a la T de Student. Compara para cada
muestra, el valor del constituyente obtenido mediante el método de referencia y el
valor predicho por la ecuacién NIRS. Se consideran muestras atipicas con respecto a

su composicidn quimica agquellas que presentan valores de T>2,5.

Y finalmente, hay un tercer test de outliers (Outliers X), o test RMS. Solamente tiene
sentido cuando para cada andlisis se toma mds de una submuestra, lo que se
recomienda para productos que son muy variados en su composicion, como es el
caso de los materiales naturales no molidos. Es una medida del error esténdar de la
diferencia enfre dos espectros registrados en el mismo equipo (RMS). Los resultados se

optimizardn a medida que los valores de RMS disminuyan (ISI, 1999).

Después de haber desarrollado una ecuacion de calibracion mediante alguno de los
métodos de regresion existentes, es esencial determinar su capacidad de prediccion
de muestras que no hayan intervenido en la calibraciéon. Este proceso se denomina

etapa de validacion (o validacion externa,) mientras que las muestras empleadas en
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dicha etapa se designan como colectivo de validacion. Desde el punto de vista
estadistico, la etapa de validacidon consiste en la comparacién, mediante diferentes
criterios estadisticos, del valor de referencia y el valor estimado NIRS (Massart et al.,
1988).

La siguiente figura 1.5.1.1 esquematiza las diferentes etapas para el desarrollo de un

modelo de prediccidén NIRS.

400 -2500 nm

QUIMIOMETRIA

CALIBRACION/MUESTRAS
= APRENDIZAJE
=

NALISIS DE REFERENCIAJ/INFORMACION | MODELOS PREDICTIVOS

MUESTRAS
DESCONOCIDAS

v/ Cuantitativos: Humedad, proteina, grasa, acidos CUANTITATIVOS
grasos, CUALITATIVOS
‘/Cualitativos: fresco/congelado, especie, m =

acuicultura/silvestre ....,....,....

% Proteina = A +A, log (1/R), + A,log (1/R),+.....+A, log (1/R), - 3 SEGUNDO
N, RSQ, SEP,

Figura 1.5.1.1. Esquema de desarrollo de un modelo de prediccidn NIRS

Los criterios estadisticos mds importantes para evaluar el error o la capacidad de
prediccién de un procedimiento analitico, en este caso el modelo de prediccion NIRS,
son la exactitud y precisién (Massart et al., 1988). La exactitud se entiende como los
diferencia entre el valor de referencia y el valor estimado para un conjunto de
muestras, mientras que la precision se refiere a las diferencias existentes entre medidas

de unas mismas muestras (Naes et al., 2002).

Ademds del tratamiento matemdtico de los datos y de modelo de regresion elegido,

la exactitud de la ecuacion de calibracion estd determinada por la eleccion del
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nUmero 6ptimo de términos de la misma (este es el que no implique un sobreajuste) y

una serie de pardmetros estadisticos, que se describen brevemente a continuacion:

- Coeficiente de determinacion de la calibracion (RSQ) — Medida de la bondad
del ajuste del modelo de regresidn utilizado, que establece una correlacién
entre los datos obtenidos por el método de referencia (via hUmeda) vy los
predichos por las ecuaciones de calibracién para un determinado pardmetro.

- Error estdndar de calibraciéon (SEC) — Se define como la desviacion tipica de los
residuales, es decir el error asociado a las diferencias entre los resultados
obtenidos por el método de referencia y el valor estimado por la ecuacién
NIRS, para los pardmetros analiticos determinados en las muestras utilizadas en

la calibracion.

SEC= [X(Yi-Y"1)2)/(n-p-1] 05
o Yivalor mediante método de referencia para muestra i
o Y'ivalor mediante NIRS para muestra i
o nnumero de muestras

o p numero de términos de la ecuacion

- Coeficiente de determinacién para la validacién cruzada (1-VR) — Medida de
la correlacion entre los datos del método de referencia y predichos por las
ecuaciones de calibracién, cuando la ecuaciéon se desarrolla dividiendo el
conjunto de muestras de calibracién en varios grupos de validacién cruzada,
de forma que uno se reserva para validar mientras los restantes se usan para
calibrar, hasta que todos los grupos hayan participado una vez en la

validacioén.

- Error estandar de validacion cruzada (SECV)- Error asociado a las diferencias
entre los resultados obtenidos por el método de referencia y los andlisis NIRS
para los pardmetros analiticos determinados en las muestras utilizadas en la

validacion cruzada.

- Error estdndar de prediccion (SEP) — Desviacion tipica de las diferencias, para
un colectivo de validacién o error asociado a las diferencias entre los
resultados obtenidos por método de referencia y el valor estimado mediante el
andlisis NIRS, utilizando una ecuacién de calibracion especifica solbre muestras

gue no hayan intervenido en la calibracién.

- RPD - Relaciona la desviacién tipica de los datos de referencia para la

poblacién de validacidon y el eror tipico de validacidén cruzada o de
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prediccion. Este estadistico, junto con el CV, facilita la comparacién de los
resultados obtenidos con diferentes colectivos de validacién. Williams (2001),
recomienda que su valor debe ser al menos igual a 3,0, aunque un valor de 2,5

es aceptable (Wiliams y Sobering, 1996)

RPD= Desviacién tipica / SECV

- RER - Al igual que el anterior, este estadistico facilita la comparacion de los
resultados obtenidos con diferentes colectivos de validacién. Es la relacién
entre el intervalo de composicién de los datos de referencia para la poblacién
de calibracién y el error tipico de validacion cruzada. Wiliams (2001),

recomienda que su valor debe ser al menos igual a 10.

RER= Rango / SECV

1.6. CLONACION DE INSTRUMENTOS

Un factor importante para la implantacién de la tecnologia NIRS a nivel de la industria
y de los laboratorios, es el desarrollo de ecuaciones de calibracién robustas y globales
(Shenk y Westerhaus, 1995 a)b) es decir, ecuaciones obtenidas a partir de un niUmero
elevado de muestras que pueden ser empleadas para predecir con precision y
exactitud la mayor parte de las muestras de una poblacién y que mantengan su
precisién y exactitud a lo largo del tiempo. Dichas ecuaciones tienen un elevado valor
cientifico, asi como econdmico. Por ello, lo ideal seriac que, una vez obtenidas,
pudieran ser empleadas en diferentes instrumentos (en el mismo o disfintos
emplazamientos). Para ello, es necesario que el espectro de una misma muestra
obtenido en el instrumento donde fueron generadas las ecuaciones (instrumento
Mdaster) sea lo mds parecido posible al espectro obtenido en aquel instrumento NIR
hacia el cual se desean transferir las ecuaciones (instrumento satélite). Sin embargo, a
pesar del avance instrumental, los espectros obfenidos con distintos instrumentos,
incluso del mismo fabricante, presentan diferencias derivadas de la configuracién o de
la éptica, rangos de medida, etc, lo que hace imposible la fransferencia directa de
ecuaciones para ser utilizadas con la misma exactitud y precision que el instrumento

Mdster (Bouveresse et al., 1996; Pérez Marin et al., 2005; Soldado et al., 2009)

Tradicionalmente, el método empleado para resolver el problema de la transferencia
de ecuaciones era el gjuste, mediante correccion de la pendiente y/o sesgo (Osborne

y Fearn, 1993). Sin embargo, a lo largo de los anos se han desarrollado numerosas
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herramientas quimiométricas para poder realizar la estandarizacién o clonacién entre
instrumentos NIR y la posterior transferencia de ecuaciones (Bouveresse y Massart, 1996;
Fearn, 2001; Naes ef al., 2002; Dardenne, 2004).

Entre ellos se pueden citar el método DS y PDS descrito por Wang et al. (1991), aquel
que emplea OSC (Ortogonal signal correction) propuesto por Wold et al., (1998), asi
como la estandarizacién mediante redes neuronales (Despagne et al., 1998). Sin
embargo, desde el punto de vista prdactico, uno de los métodos de estandarizaciéon
mas utilizado sigue siendo el descrito por Shenk y Westerhaus, el cual patentado por los
autores en su version a partir de un conjunto de 30 muestras selladas de diferentes
productos agro-ganaderos como cereales, alimentos proteicos, piensos, forrajes, efc.
(Shenk y Westerhaus, 1989), realiza una correccién univariante del espectro completo
mediante dos etapas independientes. Una primera etapa de correccidon de las

longitudes de onda y una segunda de correccion de los valores de absorbancias.

La correccidon de las longitudes de onda individuales entre los espectros de los dos
instrumentos, transformados por un pretratamiento previo de la primera derivada, se
realiza buscando la longitud de onda del instrumento satélite para la que sus valores
de absorbancia estén mds correlacionadas con cada una de las del Mdster. A
continuacién se ajusta, mediante un modelo cuadrdtico, a la longitud de onda con la
madxima correlaciéon y sus dos longitudes de onda mds préximas. Las distintas
localizaciones de los modelos cuadrdticos obtenidos para cada longitud de onda del
instrumento Mdster se consideran las longitudes de onda del instrumento satélite que
mejor se ajustan a las correspondientes longitudes de onda del instrumento Mdaster. A
continuacién se ajusta un nuevo modelo cuadrdtico que relaciona las longitudes de
onda del instrumento Mdster con sus correspondientes longitudes de onda en el
instrumento satélite, obteniéndose de este modo los valores definitivos para las
longitudes de onda del instrumento satélite correspondientes a las longitudes de onda

del instrumento Mdster.

La correccion de los valores de absorbancia se obtiene mediante regresion lineal de
las respuestas del instrumento satélite obtenidas por interpolaciéon a cada longitud de
onda seleccionada, sobre las respuestas del instrumento Mdster a la correspondiente
longitud de onda. Una a una, se ajusta la respuesta del instrumento satélite con los

correspondientes coeficientes de regresion.

Segun Fearn (2001) existen tres maneras de abordar el problema de la transferencia:
(i) obtener calibraciones robustas no sensibles a las diferencias espectrales entre

instrumentos, (ii) ajustar los espectros de un instrumento de manera que se parezcan a
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los espectros del ofro instrumento y (i) ajustar las ecuaciones de calibracién

desarrolladas en un equipo para que puedan ser usadas en el ofro.

Modelos de calibracidn robustos que no sean sensibles a las respuestas instrumentales
pueden conseguirse empleando pretratamientos adecuados (Feudale et al., 2002),
seleccionando las longitudes de onda (Swierenga ef al., 1998) o incluyendo diversos
instrumentos en el set de calibracién (BUchmann, 2000; Tilmannn, 2000). Sin embargo,
el pretratamiento es solamente adecuado cuando el problema estd relacionado con
derivas en la absorbancia y las diferencias instrumentales son pequenas. Seleccionar
las longitudes de onda que son robustas frente a diferencias instrumentales, no es
apropiado para corregir diferencias de intensidad o ensanchamientos de pico en el
espectro, y el método de la correccidn de la pendiente y el bias para ajustar
calibraciones, funciona bien cuando se corrigen derivas de absorbancia o diferencias
de intensidad lineal en el espectro, pero no soluciona el ensanchamiento de pico
(Alamar et al., 2007) Para corregir efectos mdas complicados en los casos de grandes

diferencias entre los instrumentos, se necesitan procesos de estandarizacién.

1.7. AUTOMATIZACION DE LA GESTION ANIMAL MEDIANTE
SENSORES NIRS.

Las explotaciones lecheras sufren actualmente estrechos mdrgenes de beneficio. Al
mismo tiempo, los ganaderos deben tener en cuenta la demanda de los consumidores
por alimentos de calidad y seguros, el bienestar animal, la reduccion de los
fratamientos médicos y un impacto medioambiental aceptable de la produccién
(Berckmans 2003, 2004).

La estructura de las granjas de vacuno de leche ha cambiado sustancialmente en los
Ultimos veinte anos, lo que ha conducido a un menor nUmero de explotaciones, de
mayor tfamano, mds intensivas y con un mayor rendimiento animal. Cuanto mayor es el
tamano del rebafo, menor es la posibilidad de una observacion e identificacion
individualizada de los animales, por lo que el ganadero debe apoyarse en el uso de las
nuevas tecnologias, que no sélo le pueden ayudar a evitar trabagjos pesados y
repetitivos, sino también a gestionar el rebafo, a detectar precozmente cualquier
anomalia, a favorecer un ordeno rdpido y seguro para el animal, o a alimentar a
cada animal segun sus necesidades vy, por ello, de forma mds eficiente. Por ofra parte,
en la produccién intensiva de leche se ven con creciente preocupacion el impacto

ambiental de las granjas, la incidencia de patologias de diverso tipo (mamitis, cojeras,
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etc), el bienestar de las vacas y la salud alimentaria, al mismo tiempo que hay que
cumplir con la normativa existente. Por ello, es preciso que las granjas de vacuno de
leche y en general, las explotaciones ganaderas, asuman nuevos desafios y afronten
el futuro mediante una correcta modernizacién de sus instalaciones y un uso intenso
de nuevas tecnologias, tanto las que ya estdn disponibles como las que estdn por
llegar, con el fin de gestionar eficazmente el conjunto de su explotacion a fravés de

una mejor gestién individual de cada animal.

El término que se viene empleando desde hace algunos anos para definir el uso de
estas tecnologias es el de ganaderia de precision (precision livestock farming, PLF),
que podria definirse como una metodologia de manejo y de gestion que utiliza
sensores y tecnologias de la informacién para monitorizar y optimizar la contribucién
de cada animal a la produccidn, la salud, el impacto ambiental, el gasto energético y

el bienestar en tiempo real, de forma automdtica y continua (figura 1.7.1).

Precision Farming

Market/Producer

Productivity &
‘Sustainability of Dair
Farming £

Data Mining and
Analysis

Figura 1.7.1. Esquema de concepto de la ganaderia de precisidon. (Fuente: adaptado de
Telecomunications Software System Group (TSSG), centro de excelencia de Tecnologia de
Informacion y Communicacién (Information and Communications Technologies (ICT).

El principal objetivo de estas tecnologias aplicadas a la ganaderia de precision es
maximizar el potencial individual del animal, mantener un buen estado sanitario del
ganado, conseguir los mejores indices reproductivos, longevidad, asi como un éptimo
y rentable rendimiento productivo y una buena calidad de producto final. Para ello, es
necesario observar a los animales con detenimiento, proporcionar una alimentacion

adecuada y reaccionar con rapidez a los cambios en el estado sanitario. Esta
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monitorizacién y control implica la medicién de indicadores biométricos (fisioldgicos vy
morfoldgicos), de comportamiento, de consumos o de produccién, de forma
individual en cada animal con el objeto de promover, implementar y mejorar

estrategias de manejo, de gestion y el rendimiento de la explotacién (Bewley, 2010).

Dentro de este mismo enfoque podemos hablar de la gestién de una alimentaciéon de
precisiéon o “precision dairy feeding”, PDF (Cerosaletti, 2008). Se puede definir como un
proceso continuo de proporcionar al animal los nutrientes adecuados (no un exceso)
a través de los alimentos de cosecha propia, mediante la integracién de un sistema de
gestién de alimento vy forraje, con el propdsito de mantener una sostenibilidad

econdmica y medioambiental. Se pueden fijar metas en tres dreas determinadas:

- Mejorar: Eficiencia de los nutrientes, uso de alimentos de cosecha propia e
ingresos de produccidn ldctea por encima de los costes de alimentacion.
- Optimizar: la compra de nutrientes importados y la produccién propia.

- Reducir/minimizar: exceso de nutrientes en la ingesta y en la excrecion.

Algunos de los pasos propuestos a seguir por el sistema PDF para alcanzar estos retos
son: ingesta de fibra neutro detergente (FND) 20,9% del peso corporal; = 60% de forraje
en la dieta; 2 60% de alimentos de cosecha propio; < 16,5% proteina cruda, entre otros.
Una elevada produccion ldctea requiere en su racién una proporcion de proteina
elevada, alimentos bajos en fibra altamente digestible y un minimo de fibra obtenida
de los forrajes (henos, ensilados y pastos), asi como alimentos ricos en fibra no
digestible (Mertens, 2010)

Si hay un concepto a destacar en la estrategia planteada anteriormente, es la
necesidad del control. En consecuencia, esto conduce a la necesidad de una
instrumentacién robusta que sirva como soporte. PDF no es solamente un conjunto de
programas y robots automdticos, sino que estd cambiando la manera de gestionar los
animales, monitorizando al animal para mejorar su alimentacién y su salud. La
nutricion y la gestién de las prdcticas alimenticias del ganado permite repercutir en la
composicidn de la leche obtenida, aunqgue la relacidon entre alimentos-composicién
ldctea es compleja. Los mayores cambios en respuesta a la dieta se observan en el

contenido en grasa, seguidos a distancia de la proteina o lactosa.

Si bien, es enorme el potencial de la tecnologia NIRS para dar respuestas a las
demandas de control del sector agroalimentario, aun existe una amplia necesidad de
generaciéon de conocimiento multidisciplinar para ampliar las posibilidades de uso real
de estos sensores a nivel “on site”, es decir, en explotaciones, campo, plantas

industriales, etc., de forma tal que permitan la toma de decisiones en tiempo real.
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Una vez consolidado el conocimiento cientifico de la teoria y aplicacion de la
reflectancia difusa para el andlisis instantdneo de diversos tipos de muestras (sélidas,
liguidas, pastosas, etc.), la tecnologia NIRS ha evolucionado vertiginosamente en los
referente a la instrumentacién disponible. Esto es faciimente entendible, ya que los
componentes bdsicos de un instrumento NIRS (fuente de luz, elementos Opticos de
dispersion de la radiacion en longitudes de onda determinadas, lentes, detectores,
fibras oOpticas, etc.) pertenecen todos ellos al campo de la foténica, uno de los

campos de mayor crecimiento econémico en el Ultimo medio siglo.

Entre los avances mds destacables en instrumentacién NIRS en los Ultimos 10 anos, se
encuentran los de disminucién considerable del tamano y peso de los equipos, la
disponibilidad de instrumentos portdtiles, la rapidez en la adquisicion de espectros, y en
el tratamiento y transmision de la sefal, el desarrollo de software de tratamiento mds
potentes y versdtiles, la disponibilidad de sondas de fibra éptica de gran longitud, las
mejoras en los disefos dpticos para incrementar la relacion senal/ruido, etc. (O Brien et
al., 2012; Korayem, 2013; Swarbrick, 2014).

La tecnologia NIRS se podria encuadrar dentro de la definicion de “Smart sensors”
consecuencia de los principales atfributos que la caracterizan como son su alta
velocidad de respuesta, su bajo coste analitico por muestra, facilidad de uso en rutina,
su cardcter no destructivo, su versatilidad para el andlisis de muy diversos productos y
pardmetros, su elevada reproducibilidad y repetibilidad, el ser una técnica limpia que
no utiliza reactivos y que, por tanto, no produce residuos, asi como su aptitud para su
incorporacién en linea/in situ y posibilitar el andlisis a gran escala. No estd siendo
considerada como herramienta en la ganaderia de precisién, fundamentalmente por
ser una tecnologia que requiere el desarrollo de modelos de prediccion para su uso,
basados en herramientas de andlisis multivariante, a veces bastante complejas, y un
conocimiento profundo del mercado y uso potencial de la variedad de sensores NIRS

disponibles (en precio, prestaciones, soporte técnico, etc.).

La implementacién de la tecnologia NIRS no es tarea sencilla. Conlleva una enorme
carga de frabajo en las etapas iniciales, en la recogida de espectros y obtencion de
datos de referencia (generalmente mediante laboriosas metodologias cldsicas por via
himeda), el tratamiento de la informacién espectral (mediante tfratamientos
matemdticos, deteccion de outliers y modelos de regresidon), la obtencidén de modelos
de calibracién y la validaciéon de los mismos (mediante diferentes estadisticos). Asi
mismo, estos modelos deben de ser revisados y actualizados, incorporando nuevas
muestras a la poblacién, manteniendo su exactitud y su precisién. Por otro lado, todo

este proceso, seria "mds productivo” si se pudiera transferir directamente de un
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instrumento a otfro, sin embargo uno de los mayores inconvenientes es la fransferencia
(clonacién) de modelos de calibracién de los equipos donde se han desarrollado
(instrumento Mdaster) a ofros instrumentos (instrumento satélite). Es necesario anadir,
gue generalmente los modelos de calibracion se desarrollan en instrumentos at-line,
Cuyo uso a pie de campo o en linea de produccidon no es viable, necesitdndose
modelos de calibracion en instrumentos que permitan medidas on-line, permitiendo un
control in-situ de los pardmetros a medir. Unos de los objetivos mds importantes de
cara al convencimiento del sector industrial para la implantacion de métodos in-situ y
on-line es el poder aprovechar bases de datos espectrales obtenidas durante anos
para ser utilizadas en nuevos instrumentos que aparecen en el mercado. Por ejemplo,
fransferir bases de datos y calibraciones desarrolladas en instrumentos de altas
prestaciones cientifico-técnicas como monocromadores a equipos MEMS-NIRS. Para
ello, es necesaria la transferencia de modelos de calibracidon entre ambos equipos
NIRS, o lo que es lo mismo, la estandarizacién de ambos instrumentos (tengan las
mismas caracteristicas de disefo o difieran en ellas) para que los espectros tomados
en ellos sean similares. De este modo, se pone en valor todo el trabajo realizado
previamente en un determinado equipo sin la necesidad de partir de cero cada vez
que se quiera implementar un nuevo avance en cuanto a instrumentacion (Zamora
Rojas, 2013), y se abriria un claro futuro para la integracién de forma genérica de esta
tecnologia, a través de los sensores NIRS portdtiles, en las explotaciones, para aplicar
su mdximo potencial en PLF. Ello contribuiria, sin duda alguna, a optimizar la prdctica
de la alimentaciéon en las explotaciones agroganaderas y por ende su rentabilidad,

manteniendo una sostenibilidad econdmica y medioambiental.
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Il. OBJETIVOS



OBJETIVOS

Con el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se pretende desarrollar, evaluar y validar
estrategias analiticas para el establecimiento de controles de calidad y trazabilidad en
las producciones lecheras, incidiendo también en la integracién de los sensores NIRS
como sistemas de ayuda a la foma de decisiones en las explotaciones ganaderas de

vacuno lechero.

Los objetivos planteados se establecen a continuacion:

v' Desarrollo e implementacion de una metodologia analitica GC-MS para el
andlisis del contenido de AG en leche, compatible con su aplicacion para

el andlisis en rutina de un nuUmero elevado de muestras diarias.

v' Desarrollo y validacién de una metodologia de MW para la extraccién

/derivatizacién de AG en leche y productos |dcteos.

v' Evaluacién del efecto del enriquecimiento natural de la leche de vaca
mediante suplementacién con Se en la racién sobre el contenido de

oligoelementos Zn, Cu, Co y |, mediante la técnica de ICP-MS.

v' Puesta a punto, desarrollo y evaluaciéon de metodologias NIRS para la
caracterizacion fisico-quimica de leche mediante el empleo de sensores
MEMS-NIRS portdtiles y su integracion como sistemas de ayuda a la decisidon
en explotaciones ganaderas de vacuno de leche, para el control in-situ de

calidad de la produccién ldctea.
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lll. EXPERIMENTAL



1l.1. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AG EN LECHE DE
VACA

l1.1.1. IMPORTANCIA DE LOS AG EN LA SALUD

Actualmente, en la nutricidn humana, se enfatiza la importancia de mantener una
dieta equiliorada para reducir la incidencia de enfermedades no contagiosas, como
la obesidad, la diabetes, el cdncer y las enfermedades cardiovasculares (Leaf et al.,
2003; Jacobs et al., 2004). Por ello, las caracteristicas nutricionales de los alimentos
gue componen la dieta humana, cada vez son mds tenidas en cuenta como
estrategia para mejorar la salud (Parodi, 1999; Bauman et al., 2006). Mds aun, este
hecho, ha potenciado el interés de los consumidores por dietas enriquecidas en

nutrientes con efectos demostrados en la prevencién de enfermedades.

En este contexto, los lipidos adquieren una notable importancia como constituyente
de la dieta humana actual. Esta tiende a ser hipercalérica, fundamentalmente debido
al exceso de grasas, ademds ricas en AGS que son factores de riesgo para ECV
(Ascherio et al., 1996; Wiliams, 2000). Existe, por ello, una mala apreciacién del
consumidor hacia los productos de los rumiantes, entre ellos la leche, por asumir que
tienen un alto contenido de grasa. La grasa de la leche y los productos ldcteos
contribuye de modo importante al consumo de AG y vitaminas en la dieta humana, y
juega un papel critico en los atributos sensoriales de estos alimentos (Demment y Allen,
2004; Chen et al., 2004; Chiliard y Ferlay, 2004). La leche siempre ha sido uno de los
alimentos naturales mds completos desde el punto de vista nutritivo. Sin embargo,
desde el punto de vista médico dietético, su valoracién ha sido baja por la correlacién
establecida enfre ECV y el consumo de grasas de origen animal, esto es, grasas
saturadas. Entre ellas, la grasa ldctea destaca por su alto contenido en AGS como el
I&urico, miristico y palmitico conocidos por su accidén hipercolesteromiante debido a la
elevacion en los niveles plasmdticos de lipoproteinas de baja densidad (LBD) (Grundy,
1994). La grasa en leche, fipicamente contiene una alta proporcion de AGS (70-75 %),
AG monoinsaturados (AGMI) (20-25 %) y cantidades pequenas de AGPI (5 %) (Lock y
Shingfield, 2004). Menos del 40 % de los AGS estdn considerados dentro de la categoria

de ser poco saludables (Elgersma et al., 2006).

Sin embargo, esta valoracién pudiera ser ofra si tenemos en cuenta los atributos
positivos de la grasa de la leche desde el punto de vista de la salud humana (FAO,
2008). Se debe a la accidén hipocolesteromiante de sus AGI, en especial el oleico vy el
linoleico (Grundy, 1994). El interés por las posibles propiedades metabdlicas del dcido

vacénico en funcién del tipo de isémero del que se trate, también ha ido en aumento
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(Shingfield et al., 2008), de hecho se han publicado recientemente los posibles
beneficios del consumo de este dcido (Gebauer et al, 2011; Aldai et al., 2013).
También por la potencial accidén anticancerigena del dcido butiico y de los
esfingolipidos, segun se desprende de las investigaciones realizadas con modelos
animales (Parodi, 1999). Asi mismo, los CLA y los AG w3 suscitan enorme interés en la

actualidad, por sus efectos beneficiosos que se resenan a continuacioén.

La accidn antiaterogénica se fundamenta en la reduccidén que ocasionan en el nivel
plasmdatico de las LBD (McGuire y McGuire, 2000), cuya oxidacion contribuye junto con
otros eventos fisiopatoldgicos al desarrollo de la ateroesclerosis, la mds frecuente de las
causas subyacentes en la mortalidad asociada a las ECV. La accién anticancerigena
se vincula de manera explicita al cis-9,tirans-11,CLA (Ip et al., 1999), también llamado
dcido ruménico, del mismo modo que al trans-10,cis-12, CLA se le relaciona con la
accién antilipogénica (Park et al., 1999). Ambos son el resultado de la actividad
metabdlica de los microorganismos ruminales sobre los lipidos ingeridos por los
animales a través de la racion diaria (Bauman et al., 2001). Por esta razén, aparecen
en los alimentos provenientes de rumiantes, especialmente en la leche, que constituye

como tal o como derivado lacteo, la principal fuente de CLA para el ser humano.

Dentro de los AGPI, existen dos grandes familias, ®3 y mé. Los wé, tienden a consumirse
en exceso en las dietas modernas, sobre todo por su inclusién en productos de comida
elaborada. Diversos estudios han demostrado que ambos tipos de AG no sdlo hay que
tomarlos en cantidades suficientes, sino que también hay que guardar una cierta

proporcién entre ellos (Simopoulos, 2002)

Se viene aconsejando duplicar la ingestién de dcidos »3, para que la relacidén wé /w3,
de la dieta humana se acerque al valor recomendado de 4-5/1 bastante distante del
actual 20-30/1 en los paises occidentales por el alto consumo de wé (en especial dcido
linoleico). Esta relaciéon desbanca a la cldsica AGPI/AGS como indicativa de la
calidad de la grasa de los alimentos para el ser humano. El enriquecimiento de la
leche bien con CLA, bien con o3, permitiria elevar la ingestion de ambos nutrientes en
el ser humano, y por ofro lado revalorizar las virtudes nutritivas de este alimento,

pofenciando su consumo.

Dado que los alimentos provenientes de los rumiantes (carne y productos Idcteos) son
la mejor fuente del isdbmero cis-9,trans-11,C18:2 (>90%) para humanos (Chouinard et al.,
1999a; Larsen et al., 2003), la atencién actual estd en incrementar la concentracion de
AG deseables en productos de los rumiantes. En principio, alterando el perfil de AG de
la grasa consumida se disminuiria el consumo de AGS indeseables, y con ello se

reduciria el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Elgersma et al., 2006).
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La manipulacion de la dieta del animal ha sido el punto clave para incrementar el
contenido en CLA de los productos de los rumiantes (Jiang et al., 1996; Jahries et al.,
1997; Lawless ef al., 1998; Dhiman et al., 2000), en leche (Kay ef al., 2004; Khanal et al.,
2003, Morales-Almaraz et al. ,2009), carne (Griswold et al., 2003; Sackman et al., 2003) y
huevo (Watkins et al., 2003; Cachaldora et al., 2008; Woods y Fearon, 2009), entre otfros
alimentos. Esto ha impulsado a los investigadores y a la industria I[dctea al desarrollo de
estrategias para modificar la composicion de la grasa ldctea, disminuyendo su
concentracion de AGS, particularmente C12:0, C14:0 y C16:0, e incrementando la de
cis-9, C18:1, AGPI @3 y CLA (Dewhurst et al, 2006). Una parte importante de estas
investigaciones se han centrado en el efecto del pastoreo como sistema de
produccidén sostenible de las vacas lecheras frente a otros sistemas mds intensivos,
constituidos por forrajes conservados y mezclas o raciones completas mezcladas
(TMR), como fuente natural para el enriuecimiento en ciertos AG de la leche

producida (Morales -Almaraz et al., 2008; Vanhatalo y Shingfield, 2009).

.1.2. MOD,IFICACIéN DEL CONTENIDO EN AG DE LA LECHE MEDIANTE LA
ALIMENTACION

La proporcién de AG en la leche estd influenciada por factores intrinsecos del animal
(especie, raza, genotipo, estado de lactacién y preiez) y extrinsecos (alimentacién,
medio ambiente, manejo, etc.). Estos Ultimos incluyen el manejo post-cosecha del
forraje (Khanal y Olson, 2004; Chilliard ef al., 2004).

La Unica capacidad de maniobra para influir sobre la composicion de los AG de la
leche, mds concretamente, sobre los AGI es la alimentaciéon del ganado, ya que es
responsable del aporte lipidico diario a las vacas productoras de leche. Los principales
tipos de lipidos de la dieta son los triglicéridos, fosfolipidos y galactolipidos. Los
triglicéridos son el principal tipo de lipidos en la grasa de la mayoria de los cereales (90
% de los AG) y aceite de semillas (>95 %), mientras que en los forrajes se encuentran en

forma de galactoglicéridos (McDonald et al., 1995).

Una vez que la grasa llega al rumen sufre importantes cambios quimicos realizados por
la poblacidén microbiana. El primero es la lipdlisis o desdoblamiento por parte de las
lipasas microbianas dando AG libres y glicerol (figura 3.1.2.1). El glicerol es fermentado
para producir principalmente dcido propidnico, que serd absorbido junto con el resto
de los dcidos grasos voldtiles (AGV) a fravés de la pared ruminal. Los AGI, que
predominan en los alimentos de origen vegetal para rumiantes, son téxicos para la
poblacién microbiana ruminal (Harfoot y Hazlewood, 1997). Se encarga ella misma de

la detoxicacién mediante un proceso de hidrogenacion (Doreau et al. ,1999). Esta

78



reaccién afecta a una elevada proporcién de los AGI que llegan al rumen. Lo
abandonan una vez saturados siendo esto determinante de la peculiar solidez de las
grasas corporales de los rumiantes en general. Los AGI que no son hidrogenados
atraviesan intactos el rumen vy llegan al intestino delgado donde son absorbidos con
los demds AG vy el resto de nutrientes digestibles. A continuaciéon pueden llegar a la
gldndula mamaria explicando asi la aparicién en la grasa de la leche de AGI idénticos

a los existentes en ofros ingredientes alimenticios.

AcidoPropiénico

Componentes
‘del Glicerol
alimento
FOSFOLIPIDOS TRIGLICERIDOS GALACTOLIPIDOS

Acidos grasos de cadenalarga [AGCL]

AG modificados [saturados] en el rumen Galactos

Digestion AGCL en el intestino delgado Acido Acético

Figura 3.1.2.1. Esquema de la digestion de la grasa por los rumiantes (Fuente: adaptada
de Chamberlain y Wilkinson, 1996).

La biohidrogenacién (BH) mds estudiada y mejor conocida es la de los dos AGPI
mayoritarios en la fraccidn lipidica de los alimentos vegetales para el ganado, el dcido
linoleico y el &cido linolénico. Su desarrollo conforma dos rutas metabdlicas (Bauman
et al, 2001) que denominamos ordinaria y alternativa. La primera es la que prevalece
con una ingestiéon diaria constante a una frecuencia y horario de alimentacién
regulares, es decir condiciones que permiten el desarrollo de una flora bacteriana
caracteristica y equiliorada en el rumen. En ella partiendo del dcido linoleico (figura
3.1.2.2) tienen lugar dos reacciones, la primera es una reaccién de isomerizacién del
doble enlace cis-12 a trans-11 por la enzima cis-? frans-11 isomerasa o linoleato
isomerasa. Conduce a la formacién de uno de los isébmeros del dcido linoleico
conjugado, el cis-9, frans-11, C18:2 (ruménico). Esta isomerizacidn es extremadamente
rdpida (Kepler et al., 1966). La segunda reaccion es la reduccién del cis-9 trans-11
C18:2 a tfrans-11 C18:1 o dcido vaccénico y también cis-11 C18:1 en menor medida
(Fellner et al., 1995).
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Figura 3.1.2.2. Ruta de biohidrogenacion de los dcidos grasos insaturados (AGI):
linoleico, linolénico y oleico (Fuente: Adaptado de Harfoot y Hazlewood, 1988).

Cuando se parte del dcido linolénico, sus dos isdbmeros cis (a-linolénico o cis-9, cis-12
cis-15 C18:3 y y-linolénico o cis-6, cis-9, cis-12 C18:3) son isomerizados en el doble
enlace cis-12 a trans-11 seguido de una reaccién de los dobles enlaces cis hasta
formar trans-11 C18:1 cis-15 C18:1 6 trans-15 C18:1 y cis-15 C18:1. La segunda etapa de
la BH convierte los isbmeros C18:1 a dcido estedrico. Esta etapa se realiza de una
manera mdas lenta. Por lo tanto, puede tener lugar en el rumen un incremento de
productos intermedios, dcido vaccénico principalmente. Ello facilita que se pueda
absorber una mayor canfidad del mismo en el intestino (Bauman et al., 1999). Se ha
observado que el dcido trans-11 C18:1 es el isdbmero trans predominante en la BH del
dcido linoleico (Bauman y Griinari, 2001).

De la BH se pueden destacar una serie de puntos:

- La BH de los AGI no tiene que ser completa, lo que significa que hay
metabolitos intfermedios que abandonan el rumen como tales y llegan al
intestino delgado donde son absorbidos.

- Durante la BH del dcido linoleico se produce la formacidén de sus dos

isdmeros mds relevantes el cis-9 trans-11 CLA y el frans-10 cis-12 CLA.
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- Se produce la formacién de dos isémeros C18:1 de interés el trans-11 C18:1
o dcido vaccénico, y el trans-10 C18:1. Ambos se forman a partir de AGPI,

pero siguiendo rutas metabdlicas diferentes.

Diversos estudios han demostrado que existe una relacién lineal entre la concentracion
del dcido vacénico y del acido cis-9 trans-11 C18:2 en la leche de vaca (Chilliard et
al., 2001); Wijesundera et al., 2003), hecho que estd relacionado con la sintesis de cis-?
trans-11 C18:2 a partir de dcido vaccénico. En efecto, el cis-? trans-11 C18:2 puede
originarse en la gldndula mamaria gracias a la accidon de la esterii CoA Desaturasa
(A9-desaturasa), una enzima que actia sobre el trans-11 C18:1 infroduciendo un doble
enlace cis en la posicién del carbono 9 (Bauman et al., 1999), tal como indica la figura
3.1.2.3.

e —
RUMEN SANGRE GLANDULA MAMARIA

. Acido Linolénico
cis-9cis-12cis-15C18:3

cis-9 cis-12 cis-15C18:3 |

Acido Linoleico
cis-9cis-12C18:2

» cis-9 cis-12C18:2 |

Acido Ruménico

cis-9trans -11C18:2 cis-9 frans-11C18:2

Aq-desaiurasu
trans-11C18:1

— A, Acido Oleico
C18:0 =§ﬂ§.@.’.:.‘.’.i§2.‘.‘£ﬂf.‘$> Cis9C 18] l

Figura 3.1.2.3. Principales vias de sintesis de dcido vaccénico y dcido ruménico en
vacuno de leche (Fuente: Adaptada de Chilliard et al., 2001)

Acido Vaccénico
trans-11 C18:1

Acido Estedrico
- C18:.0

También el dcido cis-9? trans-11 C18:2, el mds frecuente entre todos los isdmeros del
CLA en la leche (Pariza et al., 2000; Mir et al., 2000), es parcialmente absorbido a través
de la pared intestinal tras la isomerizacién del dcido linoleico que tiene lugar en el
rumen. Posteriormente llega a la gldndula mamaria para ser excretado en la leche.
AUn asi, parece que la mayor parte (75 %) del dcido ruménico presente en la leche

proviene de la desaturacion del dcido vaccénico en la gldndula mamaria (Chilliard et

81



al., 2001). Por tanto, las consideraciones anteriores evidencian que la alimentacién de
las vacas es el medio mds natural para el enriquecimiento de la leche en AGI. La clave
estd en saber escoger los componentes de la dieta mds apropiados.

Se han publicado distintos estudios en los que se observa un incremento del contenido
de C18:0 y la concentracion total de isdmeros trans cuando se incluye en la dieta un
suplemento de semillas de lino extrusionado (Kliem ef al., 2009; Hurtaud et al., 2010). La
inclusion de semillas de lino disminuye el contenido en AGS y aumenta los AGPl w3
(Livingstone et al., 2015).

Otros trabajos han demostrado que los contenidos en dcidos ruménico y vaccénico
de la leche de vacas en pastoreo, eran superiores a los de las vacas estabuladas
consumiendo forrajes conservados (de Wit et al, 2006; Morales-Alimaraz et al., 2008
Mohamed et al., 2009). También, se han observado variaciones en el contenido en
CLA y ®3 producidas, por ejemplo, por la influencia estacional en la composicion del
forraje o la diferencia genética entre animales (De Wit y de Vries, 2008).

Estas investigaciones abren una nueva estrategia a la modificacion de AG de la leche.
Md&s aun, se estd evaluando una modificacidon del contenido de AG de orden
genético, via animales transgénicos (siendo esta una via futurista y especulativa hoy
en dia) o via seleccién asistida, en la que una vez localizada la base genética de un
determinado rasgo, se emplean como progenitores reproductores a los portadores de
los genes en cuestidn, que traspasardn a la descendencia. Por todo ello, se hace
necesario disponer de herramientas analiticas capaces de controlar eficazmente la
caracterizacion de los alimentos en su aspecto cuantitativo, como la composicidén en
AG de la leche, que tras las etapas de investigacién previa, desarrollo y optimizacion,
garantizan, entre otras, la veracidad de la composicidén en los productos alimenticios
enriguecidos que han sido lanzados al mercado y que representan un plus para el

consumidor.

I1.1.3. ANALISIS DE AG EN LECHE: PROBLEMATICA.

Podria decirse que el andlisis de AG en leche ha sido y es un reto analitico por la
complejidad que presenta. Schréder y Vetter (2013) identificaron aproximadamente
430 AG en mantequilla, algunos de los cuales estaban presentes en muy pequena
cantidad (<0.01% del total de AG). Estos AG difieren en estructura (nUmero de dtomos
de carbono de la cadena, ramificacién, dobles enlaces,...) y también en composicién
(mayoritarios o minoritarios). Debido a su complejidad es uno de los mds importantes
campos analiticos para los cientificos que trabajan en el estudio fisiolégico de la

produccion de grasa ldctea y su modificaciéon (de la Fuente et al., 2015).
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El andlisis cldsico de AG en leche, consta de tres puntos fundamentales, cada uno de

ellos con sus problemdtica y connotaciones.

- Extraccién de la fraccion lipidica

- Obtencién de los ésteres metilicos (FAME, de sus siglas en inglés Fatty Acids
Methyl Esters)

- Andlisis de los FAME

Existen distintas estrategias analiticas para llevar a cabo la extraccion lipidica,
descritas en la bibliografia (Shingfield et al., 2008 et al., 2006). Tradicionalmente estas
extracciones se readlizan mediante mezclas de disolventes orgdnicos, como
cloroformo:metanol 2:1 siguiendo la metodologia de Folch et al (1957) o mediante
diclorometano:metanol 2:1 descrita por Chen et al. (1981). La Norma ISO (International
Standarization Organization) 14156:2001 describe la metodologia de extraccion de la
grasa ldctea, tal como ya se expresd con anterioridad.

Todas estas extracciones implican procesos largos y tediosos, ademds de trabajar con
disolventes organoclorados y una abundante generacién de residuos.

A este amplio abanico de técnicas de extraccién se fueron incorporando los avances
técnicos que van surgiendo en el campo cientifico, como la extraccion mediante

fluidos supercriticos en sdlidos I&cteos (Spence et al., 2009).

La segunda etapa de pretratamiento de la muestra en la cuantificacion de AG es la
obtencién de los ésteres metilicos de la fraccidn lipidica y entrana también su
problemdtica. Como se ha detallado anteriormente, la eleccidon de una catdlisis dcida
o bdsica o una combinacion de las mismas, implica pros y contras en ambos casos y
es importante tener en cuenta que no existe ningin método simple o combinacién de
métodos que permita preparar todos los ésteres metilicos de las diferentes clases de
lipidos presentes y que al mismo tiempo no afecte a los dienos conjugados (AGPI)
(Kramer et al., 1997). La catdlisis dcida (trifluoruro de boro, dcido sulfdrico o clorhidrico)
permite la metilacion de dcidos grasos libres, fosfolipidos y triacilgliceroles, sin
embargo, la necesidad de elevar la temperatura durante un periodo de tiempo
prolongado (incluso 60min) genera abundantes isomerizaciones de dobles enlaces cis
a trans (Park et al., 2001) y la formacion de artefactos metoxi (Molto-Puigmarti et al,
2007). Por el contrario, la catdlisis bdsica se usa principalmente para la metilacién de
los triacilgliceroles. El tdndem metilato de sodio/metanol tfiene la ventaja de no
producir isomerizaciones ni arfefactos metoxi, pero estas condiciones son tan suaves
gue no permiten la formacién de los ésteres metilicos de todo tipo de lipidos presentes

en matrices reales (Kramer et al, 1997). Ofras estrategias analiticas utilizan
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combinaciones de metodologias, empleando una catdlisis bdsica inicial seguida de

una catdlisis dcida (Molto-Puigmarti et al., 2007).

El método de andlisis mds comuUn para el andlisis de los esteres metilicos (FAME) es la
CG. A pesar que las columnas de fase polar (cianoalquilpolisioxano, como CPSIL-88)
de 100m son las mds empleadas para este andlisis (Contarini et al., 2013; De la Fuente y
Juarez, 2009), presentan limitaciones, principalmente en la resolucién de la zona de
AGMI vy la regidon de los CLA (de la Fuente et al., 2015). Por nombrar algunos, transé-
trans7-trans8 - C18:1, cisé-cis7-cis8 - C18:1, o trans7-cis? y cis?-trans11 - C18:2, asi como
algunas coeluciones de isdmeros posicionales y geométricos de los C18:2, C18:3 y
C20:1.

Para afrontar estas limitaciones existen distintas alternatfivas. Se han propuesto
combinaciones consecutivas de dos programas de andlisis diferentes de la misma
muestra (distinto programa de temperatura) mediante CG (Kramer ef al., 2008). Ello
permite la identificacidén de la mayoria de los FAME, bien en una elucién o en oftra, ya
que la temperatura altera la polaridad de la fase cianopropilsiioxano lo que se fraduce

en un cambio de la elucién de los compuestos.

Ofra alternativa es la combinacion de dos tfipos diferentes de columnas. Por ejemplo
una columna de 30m tipo “Carbowax” (polietilenglicol enlazadas, como Omegawax
250 y 320), que combinan las ventajas de una relativa alta resolucién con una mayor
estabilidad térmica, con una columna de 100m de tipo cianopropilsiioxano. La primera
proporciona la separacién de los FAME basdndose en la longitud de la cadena vy el
numero de los dobles enlaces y la segunda proporciona una composicion mds
detallada de los isémeros C18:1 y C18:2 (Alves y Bessa, 2009).

Un extraccién en fase sdélida (Ag*-SPE) previa (Kramer et al, 2008) o un
fraccionamiento mediante cromatografia en capa fina (Ag*-TLC) (Precht & Molkentin,
2000, 2003; Cruz-Hernandez et al., 2004) previo al andlisis mediante CG son otras de las
alternativas.  Sin embargo, son procedimientos largos, que permiten, en el caso de

Ag*-TLC, separar los isdbmeros cis y tfrans de AGMI y no los isdbmeros trans de los AGPI.

Mdas recientes, son los desarrollos de nuevas fases estacionarias conteniendo liquidos
idbnicos que se han comercializado, proporcionando distintas polaridades. Dentro de
esta gama, la SLB-IL111 se ha empleado con éxito en la separacion de FAME, isémeros
geométricos y posicionales C18:1, C18:2 y 18:3 (Delmonte et al., 2011). Se conocen
pocos detalles de la estructura quimica de esta fase (Supelco lonic Liquid GC
Columns), Infroduction to the Technology, 2010. Sigmaaldrich com/il-gc (accessed
09.08.10.) y cémo interacciona con los dobles enlace presentes en los FAME para

proporcionar diferentes/mejores selectividades o si los efectos estéricos afectan las
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propiedades de elucidon. Las fases idnicas ofrecen una naturaleza dual en la
selectividad de la retencidén, que les permite separar compuestos polares y no polares.
Comparada con la cianopropilsioxano de igual longitud, estas fases estacionarias
tienen mayor polaridad. Incluso estudios realizados con esta columna de longitud
200m, la consideran como la mejor opcion (Delmonte et al., 2012), ya que en un solo
andlisis muy pocos FAME permanecen sin resolver, eliminando la necesidad de
fraccionamientos o separaciones previas. En ofros casos, se propone la combinacién
de estas dos fases, CPSIL-88 (cianopropilsioxano) y SBL IL para llevar a cabo un andlisis
mds completo de la composicion de la muestra, manteniendo la primera como
principal referencia y completando los resultados con la informacién proporcionada

por la segunda (de la Fuente et al., 2015).

Es importante tener en cuenta en el andlisis de los FAME, los posibles AG  de interés
presentes en la muestra a analizar. Mds aln, cuando en este tipo de investigaciones es
necesario analizar un gran nimero de muestras y el barrido completo y exhaustivo de
todos los AG exige, por un lado, inyectar fracciones mds concentradas y mds diluidas
que permitan la cuantificacién de los AG minoritarios y mayoritarios, respectivamente.
Y por ofro lado, aplicar programas de femperatura lentos que consecuentemente van
asociados a largos tiempos de retencion (t). Por todo ello, es imprescindible la
interrelacién entre el experto / investigador en nutricién animal y el investigador que

desarrolla la metodologia eficaz, capaz de dar solucién a la problemdtica empleada.

Considerando estos puntos clave, han de tenerse en cuenta los siguientes criterios en

la seleccidon del método analitico (Compand Beltrdn y Rios Castro, 2002):

- Tipo de informacidén requerida: cualitativa o cuantitativa
- Niveles de concentracién de los analitos

- Exactitud y precision requeridas

- Disponibilidad de la instrumentacion

- Coste econdmico

- Seguridad de las personas y conveniencia medioambiental

Es importante tener en cuenta dichos criterios a la hora de establecer un método
analitico que, sea exacto y preciso en la informacién requerida, pero que al mismo
fiempo sea viable, por ejemplo cuando el laboratorio requiere el procesado de un

numero elevado de muestras, en cortos periodos de tiempo.
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I.1.4. DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA DE EXTRACCION-
METILACION PARA ANALISIS DE ACIDOS GRASOS EN LECHE MEDIANTE CG-MS.

ll1.1.4.1. Objetivo

El objetivo principal del presente capitulo es el desarrollo y la posterior implementacién
de una metodologia analitica GC-MS para el andlisis del contenido en AG de la leche

gue sea viable para el andlisis diario de un nUmero elevado de muestras.
Para llevar a cabo dicho objetivo se estudiaron los siguientes puntos:

- Optimizacién de las condiciones cromatogrdficas de andlisis.

- Extraccién de la fraccién lipidica de las muestras de leche mediante
distintas metodologias, comparando manipulaciéon, tiempo, reactivos vy
eficacia.

- Extracciéon y metilacion de los dcidos grasos mediante catdlisis bdsica vy
efecto de la temperatura.

- Evaluacién de los pardmetros de calidad del método analitico.
1.1.4.2. Muestras

La leche utilizada para el tfrabajo procede del rebano experimental de vacas Frisonas
de la unidad de Leche del Area de Nutricién, Pastos y Forrajes del SERIDA (Villaviciosa).
Toda la actividad experimental se enmarca en el desarrollo de la investigacion
contemplada en el marco de los proyectos de [+D de los Planes Nacionales y
Regionales respectivamente, PCTIPC06-006 e INIA-RTA2007-00058 C02-01.

En caso de que las muestras no pudieran ser procesadas en el dia, se llevd a cabo una
centrifugacién (17800xg, 4°C durante 30min) y primera separacién de capa de nata

que se conservé a -40°C en tubos Eppendorf.

111.1.4.3. Instrumentacidn y reactivos

GC-MS: VARIAN 4000GC-MS. 3800 GC Control y 240 MS/4000 Mass Spec Control. Varian
Inc. MS Workstation System Confrol Version 6.9.2. (figura 3.1.4.3.1) Detector lon Trap con
fuente de ionizacidn Impacto electronico (El) y rango de masas m/z 50-500 trabajando
en modo Scan. El cromatégrafo estd dotado de un médulo de inyeccidn CombiPAL
Autosampler, con jeringa de inyeccién de 10ulL. que realiza dos lavados pre y post

inyeccién, empleando hexano como disolvente de lavado.

Columna CP SIL 88 (VARIAN): Fase estacionaria cianopropil de alta polaridad,
altamente sustituida y no enlazada quimicamente para separacion de esteres
metilicos de AG o FAME en el rango C6-C26 y separacién de isébmeros FAME cis / trans.
30 y 100 m, 0,25 mmd.i., y 0,2um de espesor. Con temperatura maxima de 225°C en

régimen isocrdtico y de 240°C en régimen programado.
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Figura 3.1.4.3.1. Equipo VARIAN 4000GC-MS y CombiPAL Autosampler Control

Para las operaciones de almacenamiento de muestras, separacioén de fase lipidica,
agitacién de muestras, proceso de metilacion a 80°C y evaporacién de disolvente, se
han empleado los equipos auxiliares que a continuacion se enumeran: congelador
(-40°C), centrifuga vy ultracentrifuga Eppendorf, balanza andlitica, agitador de tubos

Minishaker, estufa y rotavapor con bano digital.

Centrifuga: Biofuge Stratos. Heraeus Instrument (Heraeus, Hanau, Alemania)

Estufa: Heraeus Function line (Heraeus, Hanau, Alemania)

Utracentrifuga: Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf , Hamburgo, Alemania).
Rotavapor: Heidolph Laborota 4011 Digital (Schwabach, Alemania).

Agitador: Minishaker MS 3 basic (IKA, IKA Works GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania).
Balanza Andlitica: XS105DU (Mettler Toledo, Ohio, USA)

Para el proceso de metilacién y extraccién de esteres metilicos se han utilizado
ademds tubos de pyrex de 20mL con tapdn de teflén con septum de goma, jeringas
de 2,5mL, filtros de PTFE 0,25um y 25mm de didmetro y micropipetas de 200uL, 1000uL vy
5000pL.

Los reactivos empleados y su calidad, se relacionan a contfinuacién:

- Hexano J.T. Baker 95% pureza para andlisis HPLC 2,5L. Ref. 9304
- 2-Propanol (IPA) para HPLC LiChrosolv (Merck) 2,5L. Ref. 1.01040.2500
- Sulfato de Sodio anhidro para andlisis. 1 kg. Merck. Ref.: 1.06649.1000
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- Metilato de Sodio (solucién al 30% en Metanol) para sintesis. Merck. Ref.
8.18194.1000

- Acetato de Metilo para sintesis. Merck. Ref.8.09711.1000

- Reactivo de terminacién: Acido Oxdlico dihidrato para andlisis. Merck. Ref.
1.00495.0100. Eter dietilico para andlisis. Merck. Ref. 1.00921.1000. Proporcién: 1g
de dacido oxdlico en 30mL de dietil eter

- Compounds FAME mix 10mg/mL en diclorometano (pureza en el intervalo 99,0-
99.9%). SUPELCO. Ref.: 47885-U. Contiene 36 FAMEs.

- Trans -11, C18:1 ester metilico (99.9% pureza) 10000 ppm en n- Heptano.
SUPELCO. Ref.: 46905-U. Ester metilico del dcido trans-vacénico.

- Methyl 9(Z).11(E) - octadecadienoate 98% pureza 25mg. MATREYA LLC. Ref.: MT-

001255. Ester metilico del dcido ruménico.

111.1.4.4. Resultados y discusién

Para la optimizacion de las condiciones cromatogrdficas, se utilizd la mezcla comercial
de 36 ésteres metilicos de dcidos grasos (FAME), asi como una mezcla realizada en el
laboratorio a partir de los ésteres metilicos comerciales del dcido ruménico vy
vaccénico. Se seleccionan estas mezclas patrén de AG porque permiten resolver
aqguellos AG de interés en los proyectos PCTIPC06-006 e INIA-RTA2007-00058 C02-01.
Entre ellos, los C18:1 (t9C18:1, elaidico; c9C18:1, oleico; t11C18:1, frans-vacénico),
C18:2 (c9c12C18:2, linoleico; c9t11C18:2, ruménico) y C18:3 (c9c12c15C18:3,

linolénico).

Tras revisar bibliograficamente distintas posibilidades se selecciond la columna capilar
CP-SIL 88 para la separaciéon de los AG de la leche. Diferentes trabajos de
investigacion avalan el empleo de esta columna (Alves y Bessa, 2009; de la Fuente et
al., 2015) y han puesto de manifiesto que constituyen las fases mds adecuadas para la
resolucién de los distintos ésteres metilicos de dcidos grasos y su gran diversidad de

isébmeros.
11.1.4.4.1. Seleccidn de la fase estacionaria y condiciones cromatogrdficas

Primeramente, se evalud la capacidad de llevar a cabo la separacién de los 38 AG
presentes en las mezclas de patrones, ensayando diferentes gradientes de
temperatura con la columna CP SIL 88 de 30m. Se selecciond el programa de
temperatura que se muestra en la tabla 3.1.4.4.1.1 como el mds adecuado para la
separacion cromatogrdfica. Utilizando este programa se obtuvo la separacion
cromatogrdfica de 33 de los 38 ésteres de AG presentes en la mezcla FAME vy la
mezcla de patrones preparada con ésteres metilicos de dcido ruménico y vaccénico
(figura 3.1.4.4.1.1).
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Tabla 3.1.4.4.1.1. Programa de temperatura éptimo para columna CPSIL88 30m

Temperatura Rampa Isocrdtico Tiempo

(°C) (°C/min) (min) (min)
140 2 2
280 5 20 50
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Figura 3.1.4.4.1.1. Cromatograma de la mezcla FAME y ésteres metilicos de dcidos
ruménico y vaccénico correspondiente al programa de temperatura de la tabla
3.1.4.4.1.1. y columna CP SIL 88 30m

Con la finalidad de obtener resolucion de un mayor nUmero de compuestos de la
mezcla patrdén, se cambid la columna CP SIL 88 de 30m por ofra de 100m y a
continuacién, se llevdé a cabo la optimizacién del programa térmico para realizar la
separacion de los esteres de AG con ésta Ultima. Tras ensayar diferentes programas, la
mejor resolucion cromatogrdfica se obtuvo con las condiciones que se detallan en la
tabla 3.1.4.4.1.2. Asi mismo, en la figura 3.1.4.4.1.2 se muestra el cromatograma
obtenido para la separacion de 37 de los 38 ésteres metilicos presentes en la mezcla
patréon FAME (36) y la mezcla de patrones preparada con ésteres metilicos de dcido
rumeénico y vaccénico, con una Unica coeluciéon de los ésteres metilicos de los dcidos

lignoceérico e eicosapentaenoico.
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Tabla 3.1.4.4.1.2. Programa de temperatura éptimo para columna CPSIL88 100m

Temperatura Rampa Isocrdtico Tiempo

(°C) (°C/min) (min) (min)
40 0 1,2 1,2
140 30 5,0 9,53
190 2 10,0 44,53
225 2 10,0 72,03
240 20 5,0 77,78
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Figura 3.1.4.4.1.2. Cromatograma de la mezcla FAME y ésteres metilicos de dcidos
ruménico y vaccénico correspondiente al programa de temperatura de la tabla
3.1.4.4.1.2. Columna CP SIL 88 100m.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que, la columna de 100m proporciond
mayor resolucion en detrimento del tiempo de andlisis (50 min columna 30m vs. 77,78
min columna 100m). A pesar del incremento del tiempo de andlisis, se selecciond la
columna de 100m para realizar un estudio mds completo de los posibles compuestos
presentes en las muestras reales, ya que se obtiene mayor grado de informacién sobre
la composicidn de isémeros individuales presentes en la mezcla. La metodologia
cromatogrdfica desarrollada, ha permitido llevar a cabo la separacién de 37 AG en 70

minutos. Asi mismo, es importante destacar que se ha conseguido una buena

90



resolucién entre los compuestos dcido elaidico, dcido trans-vaccénico y dcido oleico

(figura 3.1.4.4.1.2.).

Para poder comparar estos resultados con los obtenidos por otros investigadores (Alves
y Bessa, 2007) que han llevado a cabo la separacion de los mismos ésteres metilicos de
AG con la columna CP SIL 88 100m (método B), se aplicd el gradiente térmico utilizado
por estos autores y descrito en la tabla 3.1.4.4.1.3. La comparacién de este gradiente
con el optimizado en el presente estudio muestra que la temperatura mdaxima del
programa es de 200°C frente a los 240°C alcanzados en el programa optimizado en
este trabajo y que las rampas de temperatura son mds suaves que las del método B
(por ejemplo 10°C/min en el método B frente a 30°C/min en el programa optimizado).

El cromatograma obtenido se muestra en la figura 3.1.4.4.1.3.

Tabla 3.1.4.4.1.3. Programa de temperatura Método B (Alves y Bessa, 2007)

Temperatura Rampa Isocrdtico Tiempo

(°C) (°C/min)  (min) (min)
100 0 15,0 15,0
150 10 5,0 25,0
158 1 30,0 63,0
200 1 65,0 170,0

Como puede observarse, comparando estas condiciones con las optimizadas en el
presente trabajo, la diferencia de tiempos de andlisis es notable, incluso siendo el
tiempo de retencion del Ultimo compuesto de la elucién de130 min, segin el método

B, frente a los 70min de la metodologia puesta a punto.

Si ademds seleccionamos la zona de elucidn del éster metilico del dcido trans-
vaccénico en ambos programas (figura 3.1.4.4.1.4), se puede observar que el éster del
dcido transvaccénico coeluye en el método B con el dcido elaidico, mientras que se
resuelve sin problemas eluyendo entre los dcidos elaidico y oleico con el método
seleccionado en este trabajo (programa térmico descrito en la tabla 3.1.4.4.12 vy
cromatograma obtenido en la figura 3.1.4.4.1.2), hecho que evidencia la mejor
resoluciéon del método que se propone con un ahorro de mds de 90 min en el tiempo

empleado.
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Figura 3.1.4.4.1.3. Cromatograma mezcla FAME y mezcla de ésteres metilicos del dcido
trans-vaccénico y ruménico correspondiente al programa de temperatura de la tabla
3.1.4.4.1.3. Columna CP SIL-88 100m.

Figura 3.1.4.4.1.4. Comparacion de la elucion del acido trans-vaccénico en las
condiciones seleccionadas (tabla 3.1.4.4.1.2) y segun método B (tabla 3.1.4.4.1.3).
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A modo de resumen, en la tabla 3.1.4.4.1.4 quedan recogidas las condiciones

cromatogrdficas seleccionadas para la determinacién de dcidos grasos en leche

mediante GC-MS, segun los resultados de optimizacion obtenidos.

Tabla 3.1.4.4.1.4. Condiciones cromatogrdficas seleccionadas

Elemento Detalles

Columna capilar CP SIL 88 100m, 0,25 mm d.i. x 0,20mm film

Gas portador Helio flujoTmL/min

Volumen inyectado 1 gL ; Split 1:100
Temperatura Inyector 225°C
Temperatura Rampa Isocrdtico Tiempo
(°C) (°C/min) (min) (min)
40 0 1.2 1.2
Temperatura horno 140 30 50 953
190 2 10,0 44,53
225 2 10,0 72,03
240 20 5,0 77,78
Detector Masas lon Trap Temperatura trampa 230°C
Temperatura linea de transferencia: 230°C
Temperatura manifold 60 °C

A continuacion, en la tabla 3.1.4.4.1.5. se relacionan de menor a mayor nUmero de

dtomos de C todos los AG e isdbmeros individuales identificados en el andlisis de GC-MS,

en su orden de elucién con el método propuesto.
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Tabla 3.1.4.4.1.5. Esteres metilicos de AG identificados en su orden de elucidon

Compuesto

Ester Metilico Acido Caproico (C6:0)

Ester Metilico Acido Caprilico (C8:0)

Ester Metilico Acido Céprico (C10:0)

Ester Metilico Acido Undecanoico (C11:0)

Ester Metilico Acido Laurico (C12:0)

Ester Metilico Acido Tridecanoico (13:0)

Ester Metilico Acido Miristico (C14:0)

Ester Metilico Acido Miristoleico (C14:1)

Ester Metilico Acido Pentadecanoico (C15:0)

Ester Metilico Acido cis-10-Pentadecenoico (C15:1)
Ester Metilico Acido Palmitico (C16:0)

Ester Metilico Acido Palmitoleico (C16:1)

Ester Metilico Acido Heptadecanoico(C17:0)

Ester Metilico Acido cis-10 Heptadecenoico(C17:1)
Ester Metilico Acido Estedrico (C18:0)

Ester Metilico Acido Elaidico (C18:1n91)

Ester Metilico Acido Oleico (C18: 1n9c¢)

Ester Metilico Acido 4-Linolelaidico (C18:2n 61)

Ester Metilico Acido Linoleico (C18:2n3)

Ester Metilico Acido Araquidico (C20:0)

Ester Metilico Acido Gamma-Linolénico (C18:3n6)
Ester Metilico Acido cis-11-Eicosenoico (C20:1)
Ester Metilico Acido Linolénico (C18:3n3)

Ester Metilico Acido Heneicosanoico (C21:0)

Ester Metilico Acido trans-Vaccénico (C18:1t11)
Ester Metilico Acido Ruménico (C18:2c9t11)

Ester Metilico Acido cis-11,14-Eicosadienoico (C20:2)
Ester Metilico Acido Behénico (C22:0)

Ester Metilico Acido cis-8,11,14-Eicosatrienoico (C20:3n6)
Ester Metilico Acido ErUcico (C22:1n9)

Ester Metilico Acido cis-11,14,17-Eicosatrienoico (C20:3n3)
Ester Metilico Acido Arachidénico (C20:4né)

Ester Metilico Acido Tricosanoico (C23:0)

Ester Metilico Acido cis-13,16-Docosadienoico (C22:2)

Ester Metilico Acido Lignocérico (C24:0)

Ester Metilico Acido cis-5, 8, 11,14, 17-Eicosapentaenoico (C20:5n3)

N

Co-eluciéon

Ester Metilico Acido Nervénico (C24:1)

Ester Metilico Acido cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoico (C22:6n3)
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111.1.4.4.2. Obtencidn de ésteres metilicos.

La obtencion de los ésteres metilicos a partir de la leche de vaca, como ya se ha
citado anteriormente, exige primeramente una exiraccién lipidica para
posteriormente llevar a cabo una metilaciéon de los mismos. A continuacion se detallan

pormenorizadamente cada una de estas etapas.

11.1.4.4.2.1. Extraccién lipidica

Para llevar a cabo esta etapa existen diferentes alternativas recogidas en diversas

normas oficiales y pulicaciones, tal y como se detalla en la tabla 3.1.4.4.2.1.1.

Tabla 3.1.4.4.2.1.1. Metodologias de extraccion lipidica y su viabilidad segun diferentes
autores.

Metodologia Etapas Evaluacion
Extraccién EtfOH/NH3

Extraccién fase orgdnica
o nviabl .
Norma ISO: 14156 eter dietilico+pentano nviable para un numero *
elevado de muestras
Eliminacion agua Na,SO4
+ evaporaciéon

Extraccion

., Inviables para un nUmero
Folch et al., 1957 cloroformo:MeOH 2:1 P “
Exiracaion elevado de muestras ———

Chen et al., 1981 diclorometano:MeOH 21 Toxicidad de disolventes *
Hara y Radin 1978 Centrifugacion inicial

_ Extraccion Estudio de viabilidad para v~
Chouinard et al., 1999 Hexano:isoporpanol 3:2 numero elevado de

Centrifugacion + muestras

Feng et al., 2004 9 v

Ultracentrifugacion

En el presente trabajo se han comparado dos tipos de extraccién por considerarse las
menos tediosas y las que no implican el uso de disolventes clorados altamente
contaminantes.

a) Extraccion mediante centrifugacién y ultracentrifugacion.

b) Extraccién mediante centrifugacién y posterior empleo de la mezcla de disolventes

hexano/isopropanol 3/2.

a) Extraccién mediante centrifugacién y ultracentrifugacion (Feng et al., 2004).
Es necesario llevar a cabo una primera centrifugacién de leche a 17800xg durante 30
minutos a 4°C, para obtener la capa sélida de nata. A continuacién, 1g de esta capa

superior, se somete a ultracentrifugacion a 19300xg durante 20 minutos a temperatura
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ambiente. Este proceso da lugar a la formacién de tres fases: la capa superior de
lipidos, la capa intermedia de proteina, grasa y otros sélidos insolubles vy la capa inferior
de agua. El proceso de metilacion se llevard a cabo a partir de una alicuota (405 mg)

tomada la capa superior de lipidos.

b) Extraccion mediante centrifugacién inicial y posterior empleo de la mezcla de
disolventes hexano/isopropanol 3/2 (Hara y Radin, 1978; Chouinard et al. 1999b).

Para la extraccidn de la fracciéon lipidica que contiene los AG de la leche, es
necesaria una primera etapa de centrifugacién de leche a 17800xg durante 30
minutos a 8°C, que permite la separacién de la fraccién sélida de la capa superior
(nata). A continuacion, se pesan 61 g de dicha nata, se realiza la extraccién lipidica
utilizando una disolucion de la mezcla hexano/isopropanol 3/2 (v/v) en la proporcidn
18mL de disolucidén / g grasa. Se realizaron cuatro extracciones sucesivas con la
mezcla hexano/isopropanol.

Para eliminar posibles componentes no lipidicos en el extracto orgdnico asi obtenido,
se llevd a cabo una extraccidén con una disolucién de sulfato de sodio preparada con
g desal / 15mL de agua.

Una vez separada la fase orgdnica, esta se llevd a sequedad con la ayuda del
rotavapor y se redisolvié en 200mL de hexano. Esta disolucidén contiene los AGs de la

leche y en una fraccion de la misma se procederd a realizar la metilacion.

111.1.4.4.2.2. Metilacién

Teniendo en cuenta la composicién lipidica de la leche: 98% de triacilglicéridos, 1% de
fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina, aproximadamente
la misma proporcién), 0,3% de colesterol, 0,3% de diacilgliceroles y trazas de colesteril
dsteres y AG libres (Kramer et al., 1997), y las alternativas existentes para la obtencién
de los ésteres metilicos (catdlisis dcida y bdsica), ya descritas anteriormente en el
apartado 1l1.1.3, se selecciond la catdlisis bdsica como procedimiento de metilacion
eficaz para la formacién de los ésteres metilicos a partir de los triacilglicéridos. Esta
metilacién bdsica (Christie et al., 1982) es menos agresiva que la dcida y minimiza las
isomerizaciones y la formacién de artefactos metoxi (caracteristicos de la metilacion
dcida). En funcion de la metodologia empleada en la extraccion lipidica (a 6 b) se

actuard de una manera u otra segun se describe en la figura 3.1.4.4.2.2.1.

Se evalud el efecto que la temperatura ejerce sobre la reaccidon de metilacion,

ensayando dos temperaturas diferentes:

- Reaccién de metilacion a temperatura ambiente (10minutos)
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- Reaccién de metilacion a 80°C (10minutos).

a) Cenfrifugacidn Leche k) Centrifugacién
+ultraentifugacion {} +extraccién (disolventes)
1g capa supesio Centrifugacion 6+1g capa superior
{ndta) 17800xg 30min (nata)
Wha centrifugacion MR Extraccién
19300xg 20min C,H,,/C.H,0 + Na,50,sal
v v
4015 mg ffraccidn lipidica) Evaporacion fase orgdnica
+2mLC.H,, + redisolucion 200mlL CH, ,
v v
+40ul C;H,0, 2ml disolucidn + 40ul C,H,0,
€ 30°agitacidn >
+ 40yl CH,ONa +40ul CH,0Na
< 30°agitacion >
v v
10min Tambiente 10min 80C 10min Tumbienfe 10min 80C
; & K
4+ 60ulReactive 4+ sOulReadtive
Terminacian Terminacin
(C.H,,0+C,H,0,) (CH,;0+C,H,0)
< 30°agitacidn >
v v
Centrifugacion 2000xg S5min Centrifugacidn 2000xg Smin
v .
Separocidon fase orgdnica - filracidon Separacian fase orgdnica - filracion
e v
Andlsis GC MS Andlisis GC-MS

Figura 3.1.4.4.2.2.1. Esquema general del proceso de preparacién de ésteres metilicos,
segun el proceso de extraccion.

Como se muestra en la figura 3.1.4.4.2.2.1, a las dos alicuotas anteriores obtenidas bien
por centrifugacién y ultracentrifugacién (a) o por centrifugacién y extraccién (b), se les
adiciond 40uL de acetato de metilo y se agitaron 30 segundos. Seguidamente se
adicionaron 40 pyL de metilato de sodio y se agitaron durante 30 segundos para dejar
reposar durante 10 minutos. Se observd en este punto la turbidez que adquiere la
disolucion debido a la precipitacidon de los derivados sodio-glicerol. El acetato de
metilo se adiciona para minimizar la competencia de las reacciones de hidrdlisis
ireversibles. En ambos casos, la reaccion se finalizé por adicidon de 60 uL del reactivo
de terminacién, consistente en dcido oxdlico y dietil éter, seguida de una agitacién
durante 30 segundos.

Posteriormente, se realizé una centrifugacién durante 5min a 2000xg y 5°C y se separd

la capa orgdnica superior, a continuacion se filtrd a través de filtros de jeringa de PTFE
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0,25 um y 25mm de didmetro. Finalmente se realizaron las diluciones necesarias para el
andlisis de los FAME mediante GC empleando (figura 3.1.4.4.2.2.1): 30 uL del extracto
de ésteres metilicos en 4mL de disolucién en el caso de haber partido de nata (a) y
con 50 UL de extracto de ésteres metilicos en 4mL de disolucién si se habia partido de

la disolucién del residuo obtenido con hexano / isopropanol (b).

a) Centrifugacion b) Centrifugacion
+ultraentrifugacion +extraccion (disolventes)
Andlisis GC-MS Andlisis GC-MS

30uL extracto (FAMES) 50uL extracto (FAMES)
4mL disolucion (hexano) 4mL disolucion (hexano)

Figura 3.1.4.4.2.2.2. Diluciones empleadas para el andlisis mediante GC-MS de los
extractos de ésteres métilicos obtenidos mediante distintos tipos de extraccién

Estas dilucidnes se establecieron como solucién de compromiso para obtener un buen
resultado cromatogrdfico, sin picos distorsionados por saturaciéon y con la deteccidén
del mayor nUmero de compuestos presentes inyectando una sola muestra por
duplicado. Es necesario senalar que en la leche existe una gran variabilidad, tanto en
el niUmero como en la concentracidn no solo de compuestos, sino también de la
proporcién en la que se encuentran los AG. Para realizar un andlisis exhnaustivo de la
composicidon en dcidos grasos de la leche, serian necesarias varias diluciones capaces
de cubrir todo el intervalo de concentracidén y para obtener un buen perfil

cromatogrdfico de componentes tanto mayoritarios como minoritarios.

111.1.4.4.2.3. Efecto de la temperatura

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 111.1.4.4.2.2, se realizé un estudio para
evaluar el efecto del tratamiento de metilacion a 80°C frente a la metilacién llevada
cabo a temperatura ambiente. Con el fin de confrolar posibles procesos de
isomerizacion de los AG de las muestras de leche de vaca, tras la extracciéon se
compararon los resultados del proceso de metilacion a las dos temperaturas
seleccionadas: temperatura ambiente y 80°C. La evaluacion se llevd a cabo

calculando el porcentaje de cada AG sobre la suma de todos los AG identificados y
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cuantificados, tomada como base 100%, centrdndonos en los que hemos
seleccionado para el estudio.

Para realizar el andlisis de los resultados obtenidos, se seleccionaron como mds
significativos, los compuestos mayoritarios presentes en leche, sus correspondientes
insaturados, y compuestos minoritarios de interés para el desarrollo de la investigacion
llevada a cabo en el marco de los proyectos PCTIPC06-006 e INIA-RTA2007-00058 C02-
01, cuyo objetivo principal y comuin ha sido estudiar la modificacién en el perfil de
dcidos grasos insaturados en leche, en funcidon de la combinaciéon de los sistemas de
manejo del vacuno lechero, adicionando al estudio el dcido ruménico por el gran
interés que suscita por su implicacién en los efectos beneficiosos para la salud humana
(tabla 3.1.4.4.2.3.1.).

Para evaluar la precisidn del proceso andlitico, el ensayo fue realizado por dos
operadores (A y B) y cada uno de ellos realizd tres repeticiones e inyecté cada
muestra por duplicado, en condiciones de repetibiidad y reproducibilidad

intfralaboratorio.

Tabla 3.1.4.4.2.3.1. AGS y AGI de referencia para la evaluaciéon de la calidad del

método analitico

Saturados Insaturados

Acido Miristico C14:0 Acido Miristoleico C14:1

Acido Palmitico C16:0 Acido Palmitoleico C16:1

Acido Estedrico C18:0 Acido Oleico C18:1

Acido Linoleico C18:2

Acido Ruménico C18:2

Acido Linolénico C18:3

Para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad del método, se han seguido los criterios
de aceptacién y rechazo reflejados en la norma ISO 15885/FIL 184 (Milk fat -
Determination of the fatty acid composition by gas-liquid chromatography), que son
los siguientes:

- Repetibilidad del método: 5% del valor medio de cada componente con una

diferencia méxima de 1%, excepto para los componentes de concentracién menor o
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igual a 5% que se admite una diferencia relativa del 12%, con una diferencia mdxima
absoluta de 0,5%.

- Reproducibilidad del método: 15% del valor medio de cada componente con
una diferencia mdxima de 4%, excepto para los componentes de concentraciéon
menor o igual a 5% que se admite una diferencia relativa del 20%, con una diferencia
mdaxima absoluta del%.

A contfinuacién, en la figura 3.1.4.4.2.3.1, se muestran el nUmero total de muestras
analizadas y la metodologia seguida. Como se puede observar, para cada
procedimiento de metilacion y temperatura concreta, la muestra es analizada seis
veces (y cada una de ellas se analiza por duplicado en el GC-MS), correspondiendo al

siguiente diseno: 2 analistas x 3 repeticiones x 2 inyecciones/repeticién.

Submuestra 1
a) Tamb- Analista A « Submuestra 2

Submuesira 3

a) T ambiente Submuestra 1

a) T amb- Analista B « Submvuestra 2

Submuestra 3

b) Centrifugacién Submuestra 1
+ultraentrifugacién a) 80°C- Analista A - Submuestra 2
Submuestra 3

a) T: 80°C Submuestra 1

a) T 80°C- Analista B « Submuestra 2
Submuestra 3

Submuestra 1
< - Submuestra 2
- Submuestra 3

b) T amb- Analista A

b) T ambiente
Submuestra 1

b) T amb- Analista B _ submuesira 2

a) Centrifugacién Submuestra 3
+extraccion (disolventes) Submuestra 1
b) T 80°C- Analista A - Submuesira 2

b) T: 80°C ~ Submuestra 3

Submuestra 1
b) T 80°C- Analista B . Submuestra 2

Submuesira 3

Figura 3.1.4.4.2.3.1. Esquema analitico seguido para la seleccion de las condiciones
experimentales de metilacion.
En la figura 3.1.4.4.2.3.2, se recogen los cromatogramas obtenidos mediante las dos
extracciones lipidicas evaluadas. Cualitativamente observamos en la figura que, en

ambos casos se identifican los mismos compuestos, tanto siguiendo la extraccion

100



segun Feng (Método a - Feng, 2004) como siguiendo la extraccién segin Hara y Radin
(Método b - Hara y Radin, 1978), ambas a T ambiente. Sin embargo, es el andlisis

cuantitativo el que pone de manifiesto la ventaja y/o inconvenientes del empleo de

una u otra metodologia analitica.
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Figura 3.1.4.4.2.3.2. Perfil cromatogrdafico del andlisis de muestras de leche con
extraccion lipidica mediante centrifugacion (Método a — Feng, 2004) y mediante
extraccion con hexano/isopropanol (Método b — Hara y Radin, 1978) a T ambiente.

En la tabla 3.1.4.4.2.3.2, se detallan los porcentajes de AG sobre el total de AG
estudiados expresados como promedios (P) para ambos operadores Ay B, y obtenidos
a las dos temperaturas evaluadas. Se observa que la extraccion llevada a cabo
mediante hexano/isopropanol proporciona mayores porcentajes, salvo los ésteres
metilicos del dcido palmitico a temperatura ambiente (37,00 vs. 35,41 %)y de los &cidos
palmitico y oleico a 80°C. Sin embargo estas diferencias no son muy elevadas, siendo
la mdéxima de 2,17% unidades porcentuales para el dcido palmitico a 80°C (37,78 vs.

35,41 %) y cumpliendo en todos los casos los criterios de reproducibilidad establecidos

segun la norma de referencia.
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Tabla 3.1.4.4.2.3.2. Promedio del porcentaje de AG sobre AG totales en leche en
condiciones de reproducibiliad intermedia, segun la extraccién lipidica: Método
a(Feng, 2004) vs. b (Hara y Radin, 1978).

TO (Tambiente) - Método (a) T0 (Tambiente) - Método (b)

Compuesto | AG (%) c Ccv AG (%) c Ccv
Ac. Miristico(C14:0) 13,61 0,19 1,39 13,63 0,10 0,72
Ac. Miristoleico (C14:1) 0,91 0.03 3,66 1,06 0,02 1,62
Ac. Palmitico (C16:0) 37,00 0,50 1,36 35,41 0,31 0.88
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,13 0,02 12,23 0,19 0,02 8,07
Ac. Estedrico (C18:0) 14,76 0,36 2,44 14,98 0,22 1,44
Ac. Oleico (C18:1) 30,32 0,39 1,27 30,64 0,19 0,61
Ac. Linoleico(C18:2) 2,24 0,10 4,40 2,62 0,05 1,92
Ac. Linolénico (C18:3) 0,27 0,04 14,72 0,38 0,03 8,08
Ac. Ruménico (C18:2) 0,83 0,14 16,76 1,14 0,05 4,34

T1 (T 80°C) - Método (a) T1 (T 80°C) - Método (b)

Compuesto | AG (%) c CcVv AG (%) c Ccv
Ac. Miristico(C14:0) 13,41 0.18 1,33 13.87 0,10 0.75
Ac. Miristoleico (C14:1) 0.85 0,05 6,22 1,07 0,02 1,56
Ac. Palmitico (C16:0) 37,78 0,72 1,90 35,48 0,28 0,78
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,07 0,02 20,95 0,11 0,02 21,13
Ac. Estedrico (C18:0) 14,51 0,29 2,00 14,87 0,12 0,82
Ac. Oleico (C18:1) 30,71 0,30 0,98 30,71 0,19 0,63
Ac. Linoleico(C18:2) 1,93 0,15 7,72 2,54 0,05 2,01
Ac. Linolénico (C18:3) 0.18 0.02 13,81 0,34 0,02 5,42
Ac. Ruménico (C18:2) 0,58 0,08 13,22 1,03 0,04 4,01

Metodo (a): extraccidn lipidica mediante centrifugacién y ultracentrifugacion; Método (b): extraccion
lipidica mediante hexano/isopropanol; T0:Temperatura ambiente; T1: 80°C.

Estos resultados son concordantes con los resultados existentes en la bibliografia, en los
que se buscan metodologias de extraccidn menos tediosas que disminuyan los
tiempos de andlisis eliminando las etapas que constituyen auténticos cuellos de botella
en el proceso de andlisis de un nUmero elevado de muestras (Molto-Puigmarti et al,
2007; Luna et al., 2005).

111.1.4.4.2.4.Repetibilidad y reproducibilidad

En la tabla 3.1.4.4.2.4.1 se detallan los valores promedios, las desviaciones estdndar y
los coeficientes de variacién para los experimentos realizados a temperatura ambiente
y a 80°C, en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad infermedia.

En primer lugar, se observa que los valores de desviaciones estédndar para ambos
operadores son semejantes tanto a temperatura ambiente como a 80°C. La dispersidn
entre las determinaciones se evalué mediante el coeficiente de variacién (CV). Las
mayores diferencias se encuentran en los CV para AG en concenfraciones bajas,
independientemente de la metodologia de extraccién y de la temperatura de

metilacion.
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Tabla 3.1.4.4.2.4.1. Promedio, desviacién estdndar y coeficiente de variacion del %AG
sobre AG totales, en experimentos con muestras de leche a temperatura ambiente
para operadores A y B, en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad infermedia.

T0 (T ambiente) - Método (a)

Compuesto | T0- A (%) c_TO_A CV_T0 A T0- B (%) c_TO_B CV_T0_B
Ac. Miristico(C14:0) 13,58 0,18 1,32 13,63 0,21 1,54
Ac. Miristoleico (C14:1) 0,93 0,03 3,39 0,89 0,03 3,22
Ac. Palmitico (C16:0) 36,69 0,49 1,34 37,31 0,29 0,78
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,13 0,02 14,20 0,14 0,01 10,83
Ac. Estedrico (C18:0) 14,96 0,40 2,67 14,56 0,17 1,18
Ac. Oleico (C18:1) 30,24 0,48 1,59 30,40 0,29 0,94
Ac. Linoleico(C18:2) 2,32 0,09 3,75 2,17 0,02 0,72
Ac. Linolénico (C18:3) 0,31 0,02 5,51 0,23 0,01 2,59
Ac. Ruménico (C18:2) 0,98 0,09 9,70 0,73 0,02 2,80

TO (T ambiente) - Método (b)

Compuesto | TO- A (%) c TO_A CV_T0_A TO- B (%) c_TO_B CV_T0 B
Ac. Miristico(C14:0) 13,65 0,09 0,64 13,61 0,12 0,90
Ac. Miristoleico (C14:1) 1,07 0,02 1,49 1,05 0,02 1.9
Ac. Palmitico (C16:0) 35,32 0,19 0,54 35,50 0,43 1,21
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,19 0,01 3,95 0,18 0,02 11,96
Ac. Estedrico (C18:0) 14,96 0,13 0.84 14,99 0,32 2,10
Ac. Oleico (C18:1) 30,66 0,16 0,53 30,63 0,25 0,81
Ac. Linoleico(C18:2) 2,64 0,03 1,17 2,61 0,07 2,58
Ac. Linolénico (C18:3) 0,40 0,04 9,52 0,37 0,02 5,25
Ac. Ruménico (C18:2) 1,17 0,05 4,13 1,12 0,05 4,32

T1 (T 80°C)- Método (a)

Compuesto [ T1-A (%) c T1_A CV.T1A T1- B (%) o _T1_B CV_T1_B
Ac. Miristico(C14:0) 13,43 0,25 1,87 13,40 0,08 0,60
Ac. Miristoleico (C14:1) 0,86 0,02 2,01 0,83 0,07 8,62
Ac. Palmitico (C16:0) 37,84 0,73 1,93 37,73 0,77 2,04
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,08 0,02 23,62 0,07 0,01 16,98
Ac. Estedrico (C18:0) 14,42 0,12 0,87 14,60 0,39 2,66
Ac. Oleico (C18:1) 30,72 0,38 1,22 30,70 0,24 0,79
Ac. Linoleico(C18:2) 1,93 0,12 6,07 1,94 0,19 9,70
Ac. Linolénico (C18:3) 0,18 0,02 9,45 0,18 0,03 17,80
Ac. Ruménico (C18:2) 0,58 0,06 9,89 0,59 0,10 16,99

T1 (T 80°C)- Método (b)

Compuesto [ T1-A (%) c_TI_A CV.T1LA T1- B (%) c_T1_B CV_T1.B
Ac. Miristico(C14:0) 13,92 0,12 0,86 13,82 0,07 0,53
Ac. Miristoleico (C14:1) 1,07 0,02 1,48 1,06 0,02 1,52
Ac. Palmitico (C16:0) 35,42 0,34 0,97 35,54 0,25 0,70
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,11 0,02 18,89 0,12 0,03 25,17
Ac. Estedrico (C18:0) 14,86 0,13 0,89 14,88 0,14 0,93
Ac. Oleico (C18:1) 30,76 0,28 0,90 30,66 0,11 0,34
Ac. Linoleico(C18:2) 2,52 0,04 1,47 2,55 0,07 2,61
Ac. Linolénico (C18:3) 0,33 0,03 7,54 0,34 0,01 3,07
Ac. Ruménico (C18:2) 1,01 0,04 4,02 1,04 0,05 4,48

Metodo (a) extraccién lipidica mediante centrifugacion y ultracentrifugacion; Método (b): extraccion
lipidica mediante hexano/isopropano ;T0-A, T0-B, TI-A y T1-B: valores en porcentaje de AG/total AG de los
distintos compuestos para los operadores A, B a Tambiente (T0) y 80°C (T1); o: desviaciéon estandar; CV:
coeficiente de variacion.

En lo referente a la precision de las metodologias desarrolladas, sefalar que las
desviaciones estdndar de la cuantificacién de los AG minoritarios (considerando como
tales los de un contenido 5%) son idénticas para ambos tipos de extracciones (ay b)y
las dos tfemperaturas ensayadas (ambiente y 80°C), y oscilan entre un 0,01% y el 0,12%.
Con respecto a los AG mayoritarios (> 5%), los resulfados muestran desviaciones
estdndar entre 0,08 y 0,48 para los dos tipos de extraccidén (a y b) a temperatura

ambiente. Con respecto a la temperatura de 80°C, senalar que en el método a de
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centrifugacién/ultracentrifugacioén, se observa la mayor dispersidon de los resultados
con desviaciones estdndar >0,70 % para ambos operadores Ay B.

En términos generales se observa que a temperatura ambiente los valores de oy CV
son mds bajos que a 80°C. Este hecho, probablemente esté relacionado con que
pueda tener lugar la evaporacion del disolvente en los tubos de reaccién durante el
fratamiento térmico a 80°C. Este es un proceso no controlado que genera mucha

variabilidad entre muestras, entendiendo como tal, cada tubo de reaccion.

Centradndonos en el tipo de extraccién lipidica, puede observarse que los métodos (a),
basado en la centrifugacion y ultracentrifugacion y (b) basado en extraccién con
disolventes, presentan, en general, desviaciones estdndar similares a T ambiente , sin
embargo a 80°C las o y CV son mds elevados en el método b que en el a. Esta
diferencia se puede explicar teniendo en cuenta que en el caso de la extraccidn
mediante hexano/isopropanol, se trabaja con alicuotas tomadas de una disolucioén,
por lo cual se parte de una matriz homogénea, mientras que en el caso de la
centrifugacion, se trabaja a partir de una matriz sélida de 40 mg de fraccion lipidica
que debe de disolverse con la adicién de los 2 mL de hexano. Esta posible
heterogeneidad pudiera ser la causa que explicaria estas diferencias. Ademds, y de
acuerdo con lo descrito por otros autores en la bibliografia (Araujo et al., 2008), en el
andlisis de AG en diferentes matrices, al igual que en cualquier andlitica, la

homogeneidad de la muestra es un factor crucial para el éxito de los métodos.

En la figura 3.1.4.4.2.4.1 puede verse la representacion de la evolucion del coeficiente
de variaciéon frente a las concentraciones de los compuestos analizados sobre las
muestras de leche. De acuerdo con Horwitz (1982), se observa que, como ocurre en
todos los métodos en mayor o menor medida, este valor se mantiene relativamente
estable hasta alcanzar un punto donde la precisidn, comienza a deteriorarse mds

rdpidamente.
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Figura 3.1.4.4.2.4.1 Evolucion del coeficiente de variacién (CV) en funcidon del
porcentaje de AG cuantificado (%AG) en muestras de leche

Siguiendo los criterios anteriormente descritos en cuanto a repetibilidad vy
reproducibilidad, reflejados en la norma ISO 15885/FIL 184, se realizé un andlisis de los

resulfados obtenidos en el ensayo con muestras de leche que se han reflejado en las
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Tabla 3.1.4.4.2.4.4. Valores de los experimentos con muestras de leche a temperatura
ambiente (T0) para el promedio de los operadores A y B mediante extraccidn lipidica
método (a) y (b). Intervalos de aceptacion y rechazo: Reproducibilidad infermedia.

V(:xlores Valores permitidos
T Ambiente - Método (a) |experimentales
15% 20% . Max Dif Valor Max Valor Min

Compuesto ™ % T0 T0 Max Int| Min Int valores T0 TO TO
Ac. Miristico (C14:0) 13,61 2,04 15,65 11,56 0,65 13,67 13,02
Ac. Miristoleico C14:1) 0,91 018 " 1,00 " 073 0,18 0,90 0,73
Ac. Palmitico(C16:0) 37,00 5,55 42,55 31,45 1,98 38,97 36,99
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,13 003" 016 7010 0,05 0,10 0,05
Ac. Estedrico (C18:0) 14,76 2,21 16,98 12,55 0,99 15,03 14,04
Ac. Oleico (C18:1 ¢) 30,32 4,55 34,87 25,77 0,91 31,04 30,14
Ac. Linoleico (C18:2) 2,24 0,45 2,69 1,79 0,43 2,13 1,70
Ac. Linolenico (C18:3) 0,27 0,05 0,32 0,21 0,09 0,22 0,14
Ac. Ruménico (c9,t11C18:2) 0,83 0,17 1,00 0,66 0,26 0,69 0,43

Valores
T Ambiente - Método (b) |experimentales Valores permitidos
15% 20% . Max Dif Valor Max Valor Min

Compuesto 0 % o 1o Moxint Minintl | resTo T0 10
Ac. Miristico (C14:0) 13,63 2,04 15,68 11,59 0,27 13,74 13,47
Ac. Miristoleico C14:1) 1,06 0217 1,28 7085 0,05 1,08 1,04
Ac. Palmitico(C16:0) 35,41 5,31 40,72 30,10 0,79 35,99 35,20
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,19 0047 022 7015 0,03 0,20 0,16
Ac. Estedrico (C18:0) 14,98 2,25 17,22 12,73 0,58 15,35 14,77
Ac. Oleico (C18:1 ¢) 30,64 4,60 3524 26,05 0,45 30,92 30,47
Ac. Linoleico (C18:2) 2,62 0,52 3,15 2,10 0,12 2,69 2,57
Ac. Linolenico (C18:3) 0,38 0,08 0,46 0,31 0,08 0,44 0,36
Ac. Ruménico (c9,111C18:2) 1.14 0,23 1,37 0,91 0,15 1,22 1,07

Método (a): extraccién lipidica mediante centrifugacién y ultracentrifugacion; Método (b): extraccién
lipidica mediante hexano/isopropanol; T0% porcentaje del éster metilico de AG para el promedio de
operadores A 'y B a temperatura ambiente; 15% 10, 20%T10: porcentaje de aceptacion segun norma para los
valores de AG detfectados en el ensayo para el promedio de operadores A y B a femperatura ambiente (T0);
Max Int y Min Int: limites del intervalo de aceptacién segun los criterios de la norma en funcion del 15% & 20%;
Max Dif. valores T0: Mdxima Diferencia entre los valores mdximo y minimo obtenidos en el ensayo para el
promedio de operadores A y B a temperatura ambiente (T0); Valor Max y Valor Min: Valores mdximo y
minimo obtenidos en el ensayo para el promedio de operadores A y B a T ambiente (T0). Los valores en rojo
indican rechazo segun criterio de la norma.
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Tabla 3.1.4.4.2.4.5. Valores de los experimentos con muestras de leche a 80°C (T1) para
el promedio de los operadores A y B (P) mediante extraccion lipidica método (a) vy (b).
Intervalos de aceptacion y rechazo: Reproducibilidad intermedia.

Valores
T 80°C - Método (a) experimentales Valores permitidos
15% 20% . Max Dif Valor Max Valor Min
Compuesto M % n T Max Int Min Int valores T1 T -
Ac. Miristico (C14:0) 13,41 2,01 1543 11,40 0,65 13,67 13,02
Ac. Miristoleico C14:1) 0,85 017 " 1,02 " 068 0,18 0,90 0,73
Ac. Palmitico(C16:0) 37.78 5,67 43,45 32,12 1,98 38,97 36,99
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,07 001 " 009 " 006 0,05 0,10 0,05
Ac. Estedrico (C18:0) 14,51 2,18 16,69 12,33 0,99 15,03 14,04
Ac. Oleico (C18:1 ¢) 30,71 4,61 35,31 26,10 0.91 31,04 30,14
Ac. Linoleico (C18:2) 1,93 039 232 1,55 0,43 2,13 1,70
Ac. Linolenico (C18:3) 0,18 0,04 021 0,14 0,09 0,22 0,14
Ac. Ruménico (c9,t11C18:2) 0,58 0,12 0,70 0,47 0,26 0,69 0,43
Valores
T 80°C - Método (b) experimentales Valores permitidos
n % 15% 20% Max Int Min Int Max Dif Valor Max Valor Min
Compuesto T T valores T1 T T
Ac. Miristico (C14:0) 13,87 2,08 1595 11,79 0,29 14,04 13,75
Ac. Miristoleico C14:1) 1,07 021" 1,28 " 085 0,05 1,09 1,04
Ac. Palmitico(C16:0) 35,48 5,32 40,80 30,16 0,63 35,82 35,19
Ac. Palmitoleico (C16:1) 0,11 002" 013 " 009 0,06 0,15 0,08
Ac. Estedrico (C18:0) 14,87 2,23 17,09 12,64 0,28 15,00 14,72
Ac. Oleico (C18:1 ¢c) 30,71 4,61 3531 26,10 0,52 31,07 30,55
Ac. Linoleico (C18:2) 2,54 0,51 3,05 2,03 0,14 2,63 2,49
Ac. Linolenico (C18:3) 0,34 0,07 0,41 0,27 0,05 0,36 0,31
Ac. Ruménico (c9,t11C18:2) 1,03 0,21 1,23 0,82 0.11 1,08 0,97

Método (a): extraccién lipidica mediante centrifugacion y ultracentrifugacion; Método (b): extraccién
lipidica mediante hexano/isopropanol; Tl %: porcentaje del éster metilico de AG para el promedio de
operadores Ay Ba 80°C (T1); 15% T1, 20%T1: porcentaje de aceptacién segun norma para los valores de AG
detectados en el ensayo para el promedio de operadores A 'y B a 80°C (T1); Max Int y Min Int: limites del
intervalo de aceptacion segin los criterios de la norma en funcién del 15% & 20%; Max Dif. valores TI:
Mdaxima Diferencia entre los valores mdximo y minimo obtenidos en el ensayo para el promedio de
operadores A 'y B a a 80°C (T1); Valor Max y Valor Min T1: Valores mdaximo y minimo obtenidos en el ensayo
para el promedio de operadores A y B a 80°C (T1). Los valores en rojo indican rechazo segun criterio de la
norma.

Teniendo en cuenta toda la informacidén contenida en las tablas 3.1.4.4.2.4.2,
3.1.44243, 3.1.4424.4 vy 3.1.44.2.45 se observa que "“a priori” los experimentos
realizados a 80°C presentan mayor niUmero de rechazos segun los criterios descritos en
el apartado 1.1.4.4.2.3 (valores marcados en rojo) que los experimentos realizados a
temperatura ambiente, tanto para la repetibilidad (operadores Ay B en método (a) y
(b)) como para la reproducibilidad intermedia (promedio de operadores P en método
(a) y (b)). Por ofro lado, para la misma temperatura en el ensayo realizado con la
extraccion lipidica (a) basada en la centrifugacién y ultracentrifugacién, el nUmero de
rechazos es mayor que para el basado en la extraccion lipidica (b) mediante
hexano/isopropanol.

Si se analiza cudles son los compuestos que no han cumplido los criterios, puede
observarse que se trata de los compuestos minoritarios, ruménico y palmitoleico, en los

que los coeficientes de variacion son mds elevados, con la excepcidén de los ésteres
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metilicos del dcido estedrico y oleico en el ensayo a temperatura ambiente vy
extraccion lipidica en base a centrifugacion para el operador A. Como se ha citado al
analizar los valores de desviacidon estdndar y coeficientes de variacion, esta diferencia
puede explicarse teniendo en cuenta la diferencia en la homogeneidad de las

matrices de partida.

11.1.4.4.2.5. Metodologia seleccionada. Exactitud y validacién.

A la vista de los resultados obtenidos, parece claro que un aumento de la temperatura
no favorece el proceso de metilacién. En principio, los dos métodos de extraccion
proporcionan resultados similares en cuanto a repetibilidad y reproducibilidad,
cumpliéndose, en general, los criterios de la norma ISO 15885/FIL184. Por ello, tomando
como base la implementacion de la metodologia en un laboratorio con elevado
numero de muestras a analizar, es importante no perder de vista cudl es el objetivo: el
presente estudio, busca una metodologia analitica que permita un andlisis diario de
elevado nimero de muestras, minimizando el pretratamiento de las mismas y el tiempo
de andilisis. La cenfrifugacion reduce sensiblemente el tiempo de procesado de las
muestras, resultando preferible cuando hay que trabajar con un numero elevado de
muestras.

En la figura 3.1.4.4.2.5.1 se esquematiza la metodologia final seleccionada para la
determinacién de AG en leche: exitraccién mediante centrifugacion vy

ultracentrifugacion y metilacién bdsica a T ambiente.
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Leche

¢

Centrifugacion
17800xg 30min
1g capa superior (nuiu).,..

Ultra centrifugacion
19300xg 20min

40%5 mg (fraccion lipidica) .

+ 2m|. C6H|4 ..'...
+ 40|J|. C3H602 ...'
1 y 30T agitacion
+ 40uL CH,ONa

l - 307 agitacion

10min T ambiente

!

+ 60uLReactivo
Terminacion
(C4H,40+C;H,0,) 0
‘ 30" agitacion

Centrifugacién 2000xg 5min  -..

.
LY
]
......
LY}
23

Separacion fase orgdnica - filtracion

a,
.
L]
]
']
a,
a,

Andlisis GC -MS$
30ul extracto + 3970uL Hexano

Figura 3.1.4.4.2.5.1. Metodologia seleccionada para el andlisis rutinario de muestras de
leche.

Con la finalidad de determinar la exactitud y validar finalmente la metodologia
anteriormente descrita, se realizd un ensayo de andlisis de AG con material excedente
de un ensayo infercomparativo, correspondiente a grasa de mantequilla. Este material

tiene asignados valores de referencia (tabla 3.1.4.4.2.5.1) para la determinacién de los
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siguientes AG: isdmeros C18:1, C18:2 y C18:3 gue incluyen el dcido oleico (C18:1),

linoleico y ruménico (C18:2) y linolénico (C18:3).

En la tabla tabla 3.1.4.4.2.5.1se presentan los valores de referencia para el material
excedente de intercomparaciones (MRI), asi como la dispersion admitida segun norma
ISO15885/FIL 184.

Tabla 3.1.4.4.2.5.1. Valores correspondientes al material de referencia (grasa de
mantequilla) y valores de dispersion aceptados (segun norma ISO15885/FIL 184)

Repetibilidad Reproducibilidad
BAG/AG | 5% 12% . 15% 20% .
AG Total | Ref  Ref M MM e ger Mo Mn
1Cl18:1 23,08 1.15 24,23 21,93| 3,46 26,54 19,62
1C18:2 3.02 0.36 3,38 2,66 0,6 3,62 242
1C18:3 0,38 005 043 0,33 0,08 046 03

5%, 12%, 15% y 20% Ref.: Variabilidad mdxima para el MRI, segun los criterios de repetibilidad (5y 12%) y
reproducibilidad (15 y 20%) de la Norma ISO 15885/FIL 184

Los resultados reflejados en la fabla 3.1.4.4.2.5.2, son los resultados experimentales

obtenidos para la validacion del método.

Tabla 3.1.4.4.2.5.2. Andlisis de grasa de mantequilla como material de referencia para
los AG con valores de referencia C18:1, C18:2y C18:3.

Repetibilidad Reproducibilidad
BAG/AG  %BAG/AG
AGs total A total B BAG/AG total
1C18:1 22,8 23,17 22,96
1C18:2 2,8 2,54 2,64
1C18:3 0.4 0,36 0.4

% AG/AGtotales A, B: porcentaje de AG frente al % total de AG cuantificados para los operadores A 'y B

Segun se puede observar en los resultados recogidos en la tabla 3.1.4.4.2.5.2, los
isdbmeros C18:1, C18:2 y C18:3 del MRI, cumplen los criterios de aceptacion para
precisién, tanto en términos de repetibilidad como de reproducibilidad, lo que refleja
la validez de la metodologia analitica empleada en el proceso, en cuanto a la
valoracién de este pardmetro.

Si se analiza la exactitud del método (tabla 3.1.4.4.2.5.3) se puede observar que la
mayor diferencia respecto al valor de referencia lo presenta el grupo de isdbmeros
C18:2, siendo de un 0,38%, seguida de los C18:1 con 0,12% y finalmente los C18:3, que
son los que presentan mayor exactitud con una diferencia de 0,02%. Estos resultados se
corresponden con los promedios de los dos operadores y presentan unos porcentajes
de recuperaciéon en el rango de 87,42% - 99,48%, que resultan satisfactorios para la

implementaciéon de la metodologia en el laboratorio de rutina.
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Tabla 3.1.4.4.2.5.3. Comparativa entre el valor tedrico del material de referencia y
resultados experimentales.

%AG/AG 7%AG/AG

I Diferencias %

otal Total ..
Compuestos Mat Ref LAB absolutas Recuperacion
TOTAL C18:1 23,08 22,96 0,12 99,48
TOTAL C18:2 3,02 2,64 0,38 87,42
TOTAL C18:3 0,38 0.4 0,02 94,74

% AG/AGtotales: porcentaje de AG frente al % total de AG cuantificados

También se llevé a cabo una estimaciéon de los limites de deteccidn y cuantificaciéon
tedricos, estimados como tres y diez veces respectivamente la desviaciéon estdndar del
ruido instrumental, siendo los valores obtenidos de 6 pplb como limite de deteccion y

20ppb como limite de cuantificacion.

A la vista de los resultados obtenidos puede establecerse, que la metodologia basada
en la centrifugaciéon de leche y utracentrifugacion de nata para la obtencidon de la
capa lipidica, seguida de una transmetilacion/extraccién a T ambiente y andlisis
mediante CG-MS segun las condiciones detalladas, permite un andlisis de AG
cumpliendo los criterios de repetibilidad y reproducibilidad de la Norma ISO15885/FIL
184. Asi mismo, se cumplen igualmente los criterios de exactitud, al ser validada para
los compuestos de interés mediante un material de referencia interno, excedente de
un ejercicio de intercomparacion. Todo ello, permite la aplicacion de dicha
metodologia como andlisis de rutina en laboratorios donde se requiere procesar un
numero elevado de muestras, escenario que convierte en inviable la aplicacion de

metodologias cldsicas.

111.2. DESARROLLO DE UN PROCEDIMIENTO PARA LA
METILACION DE AG BASADO EN EXTRACCION-METILACION
MEDIANTE MICROONDAS (MW).

111.2.1. INTRODUCCION

Tal y como se ha detallado en el apartado anterior, la extraccion-metilaciéon de AG
implica un gran niumero de etapas dificiles de minimizar. En consecuencia, en los
Ultimos anos, dado el niUmero de pasos que implica la cuantificacién de AG, se han
infentado desarrollar procedimientos analiticos que permitan la extraccién vy
esterificacion simultdnea de AG (Liu et al., 2012). Sin embargo, la aplicacién de la
energia MW para aumentar la eficacia de estos protocolos de andlisis, ha tenido un

uso y una aceptacion limitadas, hasta el momento, en la comunidad cientifica.
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Se empled por primera vez a comienzos de los 90, principalmente en el control
toxicoldgico clinico y forense y control del dopaje, aungue hay ejemplos relacionados
con el andlisis de muestras de alimentos o medioambientales (S&éderholm et al., 2010).
Los métodos de digestion y extraccién con MW se han usado durante muchos anos, y
hoy en dia se consideran procedimientos est&ndar en muchos laboratorios, y su uso en
la preparacion de FAME se aplica a distintos tipos de muestras bioldgicas (Khoomrung
et al, 2012). Sin embargo, no se han encontrado hasta el momento métodos
referenciados que empleen la energia MW para la preparaciéon de FAME en muestras

de leche.

Aprovechando la eficacia de los mecanismos de calentamiento dieléctrico del MW,
los tiempos de reaccidn pueden reducirse de horas a minutos, usando recipientes de
digestién herméticos (Séderholm et al., 2010). La principal ventaja de esta técnica es
la capacidad de la energia MW de incrementar rdpidamente la temperatura de la
mezcla empleada como disolvente en la reaccién. En los procesos convencionales,
un periodo de tiempo determinado se invierte en calentar el recipiente que contiene
la mezcla de reaccién, antes de que el calor sea transmitido desde el recipiente a esta
Ultima, mientras que este paso se elimina empleando la energia MW. Ello reduce el

gradiente de temperatura al minimo y acelera la velocidad de calentamiento.

El principio de esta técnica, se basa en el efecto directo de la energia MW en las
moléculas (figura 3.2.1.1), mediante la conduccién idnica y la rotacién dipolar
(Eskilsson y Bjorklund, 2000). En muchas aplicaciones, estos dos mecanismos tienen
lugar simultdneamente. Las muestras pueden estar inmersas en un solo disolvente o
una mezcla de disolventes que absorben la energia MW (mecanismo |) o en una
combinacion de disolventes con alta y baja pérdida dieléctrica mezclados en distintas
proporciones (mecanismo ll), o bien cuando la muestras tiene una alta pérdida
dieléctrica, puede estar inmersa en un disolvente transparente (mecanismo lll). En el
Caso que nos ocupa, fendremos mezclas de disolventes constituidas por disolventes
con alta y baja pérdida dieléctrica, mezclados en distintas proporciones, con lo cual

aplicaria un mecanismo |l.

114



© o1 ( B oz @8 @@
08 XD & A A

Conduccién iénica Polarizacién dipolar mMw V V
WV VA v
I 1

o . t .z + +
VWW, VW ke S O ® O
' + ' +

Campo MW H,0

Figura 3.2.1.1. Radiacién Microondas y su efecto en las moléculas

1ll.2.2. OBJETIVO

El objetivo principal del presente capitulo es desarrollar un procedimiento de
extraccion-metilacién de AG en leche, mediante el empleo del MW como alternativa
para la extraccién y derivatizacidn convencionales y la combinacién de estos dos

procesos.
1l1.2.3. MUESTRAS

La leche utilizada para el frabajo procede del rebano experimental de vacas Frisonas

de la unidad de Leche del Area de Nutricién, Pastos y Forrajes del SERIDA (Villaviciosa).

11.2.4. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

Para el desarrollo del presente frabajo, ademds de los instrumentos detallados en la

seccién ll.1.4.3. se ha empleado el equipo MW descrito a continuacion.

Microondas ETHOS One (Milestone, Srl, Sorisole, Italia): equipado con un rotor para diez
recipientes de digestion de teflon TFM (PTFE modificado quimicamente), también
denominados “bombas de microondas”. Equipado con un sensor de temperatura
(ATC-400). El termopar se situa en la bomba de referencia, simplemente deslizdndola
dentro de una vaina de HTC (nuevos pldsticos de altas prestaciones) que posee dicho
recipiente. Ello permite que el sensor esté totalmente introducido en la bomba de

referencia (figura 3.2.4.1.y 3.2.4.2).
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Figura 3.2.4.1. Detalle del termopar y sensor de T en el interior del horno MW

-——-— Compressor screw

l J Safety spring

Adapter plate

Indicator ring

Vessel

Safety shield

Rotor body

Figura 3.2.4.2. Recipiente de digestiéon o “bomba” de MW

Las muestras de leche fueron analizadas empleando catdlisis dcida y bdsica,
aplicando la energia MW, vy los resultados fueron comparados con la metodologia de

referencia validada en el capitulo anterior.

Los reactivos empleados en la catdlisis bdsica fueron los mismos que se emplearon en
el emsayo anterior y que estdn detallados en el apartado 1l1.1.4.3. Los reactivos

empleados en la catdlisis dcida fueron:

Acido clorhidrico metandlico (10%) preparado a partir de cloruro de acetilo
(98%. para sintesis, Sigma-Aldrich,Inc., St Louis, MO 63178, USA) en Metanol (95%,
grado HPLC, J.T. Baker, Mallinckrodt Baker, Inc., London, UK).

- Carbonato Potdsico (6%, para sintesis, Merck, Hohenbrunn, Alemania).

- Sulfato de sodio anhidro (para andilisis, Merck, Hohenbrunn, Alemania).
En el andlisis mediante GC-MS, se emplearon como patrones:

- Ester metilico del dcido ruménico Methyl 9(Z),11(E) - octadecadienoate 98%
pureza 25mg. MATREYA LLC. Ref.: MT-001255.

-  NuCheck GLC Reference Standards 463. Mezcla de 52 ésteres metilicos.
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Como material de referencia, para control de la metodologia y estimacién de la
exactitud de la metodologia propuesta, se empled grasa de mantequilla con valores
de referencia para los AG siguientes: caprilico (C8:0), miristico (C14:0), a-linoleico
(?2c12c-C18:2) y linolenico (?c12c15¢cC18:3). Dicho material fue distribuido por el
Laboratorio Espanol de Referencia para Leche y Productos Lécteos, cuya calidad vy
eficiencia ha sido demostrada a fravés de la acreditacion en la norma UNE-EN
ISO17025 (ENAC, no. 517/LE1040). Los valores de referencia para dicha grasa de

mantequilla se muestran en la tabla 3.2.4.1.

Tabla 3.2.4.1. Valores de AG de referencia de grasa de mantequilla

Compuesto  Valor Ref® (%)  MIN MAX
C8:0 1.4 1,12 1,68
C14:0 10,94 9.3 12,58
9c12c-18:2 3.02 2,42 3,62
9c 12c 15¢-18:3 0,38 0.3 0,46

 Valores de referencia proporcionada por el Laboratorio Espafiol de Referencia para Leche y Productos
Lacteos (ENAC,no. 517/LE1040)

111.2.5. Obtencion de esteres metilicos de AG.

La fraccién lipidica fue obtenida siguiendo la metodologia de Feng et al. (2004)
descrita anteriormente (lIl.1.4.4.2.1), basada en la centrifugacion y ultracentrifugacién.
La obtencién de los FAME se llevd a cabo mediante dos estrategias: una catdlisis
bdsica (Christie, 1982) sobre una alicuota tomada de la capa lipidica y una catdlisis
dcida (adaptada por Palmquist y Jenkins, 2003) sobre muestra de leche liquida o sobre
una dlicuota tomada de la capa lipidica, como en el caso anterior. En el caso de la
catdlisis bdsica, la muestra de partida fue siempre la capa lipidica porqgue no hay
estudios sobre metodologias basadas en catdlisis bdsica sobre leche liquida, sin una
obtencion previa de la capa lipidica.

En la figura 3.2.5.1 se muestra la estrategia analitica seguida para la optimizacién de
las condiciones experimentales y la correspondiente caracterizacion de las diferentes
metodologias propuestas. Todos los ensayos llevados a cabo con MW, se realizaron
con potencias mdximas de 700W y para la optimizacién se fue variando el tiempo y la

temperatura del proceso, empleando en todos los casos tres submuestras.
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Figura 3.2.5.1. Estrategia analitica seguida para la optimizacion de las condiciones
experimentales con MW, tanto mediante catdlisis bdsica ¢ dcida. dvte:disolvente.

111.2.5.1. Transesterificacion dcida

Diferentes alicuotas de 0,5+0,05 g 6 1£0,1g de leche y 0,1+0,05 6 0,2+0,05 g de capa
lipidica fueron pesados en el interior del recipiente de digestion del MW. A
continuacién, ee adicionaron 4mL de clorhidrico metandlico y 4 mL de hexano. Las
bombas se cerraron y fueron sometidas a distinfas condiciones de temperatura
variable entre 30°C y 50°C (tabla 3.2.5.2.1), de tiempo entre 10 min y 30 min y de ratios
muestra/disolvente, con el fin de optimizar secuencialmente cada uno de los
pardmetros experimentales (primero T, a continuacién t vy finalmente ratio
muestra/disolvente). Tras el tratamiento con MW, se adicionan émL de carbonato
potdsico al 6% (neutralizacién) y 2 mL de hexano. La mezcla se trasvasa a un tubo
pyrex con tapdén y septum de Teflén y se centrifuga (1500 r.p.m, 30min, T ambiente). La
capa orgdnica superior se separa a otro tubo conteniendo 0,5 g de sulfato sddico
anhidro (para eliminar el agua de la capa orgdnica). Se agita y se deja reposar
durante una hora. Se cenfrifuga de nuevo (1500 r.p.m, 5 min, T ambiente) y la capa
orgdnica se transfiere a un tubo spider del rotavapor para la evaporacién a
sequedad. Se adicionan 2mL de hexano vy se filira a través de filtros de jeringa de PTFE

0.2 um. Este extracto se diluye previamente al andlisis mediante GC-MS:
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Leche liquida: 1) 950uL del extracto conteniendo los FAME en 4mL disolucion (hexano)
para 0,5+0,05 de muestra; 2) 1300uL del extracto conteniendo los FAME en 4mL

disolucién (hexano) para 1+0,1g de muestra.

Capa lipidica: 1) 300uL del extracto conteniendo los FAME en 4mL disolucidén (hexano)
para 0,1+0,05 g de muestra; 2) 200uL del extracto conteniendo los FAME en 4mL

disoluciéon (hexano) para 0,2 £ 0,05 g de muestra.

111.2.5.2. Transesterificacion bdsica

Diferentes alicuotas de 40+5 mg y 160£10mg de la capa lipidica fueron pesados con
exactitud en el interior del recipiente de digestién del MW. Se adicionan 8mL de
hexano, 160uL de acetato de metilo y 160ulL de metilato sédico. Las bombas se cierran
y se someten a distintas condiciones de T variable entre 30°C y 50°C (tabla 3.2.5.2.1),
de tiempo entre 10 min y 30 min y de ratios muestra/disolvente, con el fin de optimizar
secuencialmente cada uno de los pardmetros experimentales (primero T, a
continuacién t y finalmente ratio muestra/disolvente). Tras el tratamiento con MW, Ia
mezcla se trasvasa a un tubo pyrex con tapdn y septum de Teflén y se adiciona 240ul
de disolucion saturada de dcido oxdlico (reactivo de terminacion) y se agita. Las
muestras se centrifugan (1500 r.p.m, 5 min, T ambiente) y la capa orgdnica se transfiere
a un tubo spider del rotavapor para la evaporacion a sequedad. Se adicionan 2mL de
hexano y se filtra a través de filtros de jeringa de PTFE 0,2 um. Este extracto se diluye

previamente al andlisis mediante GC-MS de acuerdo al siguiente criterio.

Para 405 mg muestra de capa lipidica 30uL del extracto conteniendo los FAME en
4mL disolucién (hexano) para de muestra; para 160£10mg de capa lipidica: 10uL del

extracto conteniendo los FAME en 4mL disolucién (hexano)

Tabla 3.2.5.2.1. Optimizacién de pardmetros MW bajo condiciones dcidas/bdsicas a
una potencia de 700W

Temperatura Tiempo Muestra/disolvente
tiempo T tiempo T
.p o 'p seleccionada 50°C - 30 min - dcida
(min) (°C) (min)
(°C)
1 30 5 50 0,5-1,0g leche liquida
6 30 15 50 0,1-0,2g capa lipidica
7 40 25 50 o . L .
12 40 35 50 50°C - 10 min - basica
13 50 .
40-160 mg capa lipidica

18 50 g capalipid

I-lI: programas MW para optimizacién de Ty tiempo; lll: optimizacion del ratio muestra/disolvente bajo las
condiciones dcidas y bdsicas seleccionadas.

119



l11.2.5.3. Método de referencia.

El método de referencia empleado en la obtencidén de FAME estd descrito en la norma
ISO 15884/IDF182 (Milk fat - Preparation of fatty acid methyl esters) empleando dcido
oxdlico saturado, segin la metodologia de Christie (1982) y modificaciéon de
Chouinard et al. (1999b). Este método ya ha sido descrito en detalle en la seccion
1.1.4.4.2.2.

El material de referencia interno (grasa de mantequilla) se analizd siguiendo este
procedimiento. Se pesaron 40mg de grasa de mantequilla y se les adiciond 40uL de
acetato de metilo, a contfinuacién se agité 30 segundos. Seguidamente se
adicionaron 40 uL de metilato de sodio y se agitd durante 30 segundos para dejar
reposar durante 10 minutos. Después se adicionaron 60 uL del reactivo de terminacidén
y se agitd durante 30 segundos. La mezcla se centrifugd (1500 r.p.m., 5min, 5°C)
separando la capa orgdnica superior y filtrdndola a través de filtros de jeringa de PTFE
0.2 um. El extracto final se diluyd para su posterior andlisis mediante GC-MS (30uL del

extracto conteniendo los FAME en 4mL disolucion (hexano) para 405 mg de muestral).

111.2.5.4. Andlisis mediante GC-MS.

El método de andlisis se modificd respecto al descrito en la tabla 3.1.4.4.1.2, debido a
la necesidad de incluir nuevos AG en la cuantificacién de acuerdo a los nuevos
objetivos de 1+D en el grupo de trabagjo. Este método de andlisis fue previamente
optimizado, tomando como base el método antes citado y las optimizaciones
descritas en Kramer et al. (2008), en el que se combinan los resultados obtenidos en
diferentes programas de T para lograr mayor nUmero de compuestos resueltos. La
tabla 3.2.5.4.1 muestra algunos de estos programas. La figura 3.2.5.4.2. muesira el
cromatograma de los diferentes métodos emsayados y el método optimizado
seleccionado. Finalmente el programa empleado fue el establecido en la tabla
3.2.5.4.2. Los AG fueron separados y analizados usando helio como gas portador a un
flujo de TmL/min. La temperatura del detector y el inyector fue fijada en 250°C. El
programa de temperatura fue el siguiente (tabla 3.2.5.4.2): inicio a 40°C durante
1,20min; de 40°C a 140°C a 30°C min-'; isocrdtico a 140°C durante 25min; de 140°C a
190°C a 1°C min”; isocrdtico a 190°C durante 15 min; de 190°C a 215°C al1°C min’;
isocrdtico a 215°C durante 8min; y finalmente de 215°C a 240°C a 30°C min' e
isocrdtico durante Tmin. El detector masas trabajé en modo full scan desde 50 a
500m/z. Los picos fueron identificados por comparacion de los tiempos de retencién y

el espectro de masas obtenido en las muestras y los esténdares previamente descritos.
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Tabla 3.2.5.4.1. Programas de temperatura GC-MS evaluados para la optimizacién del

método segun Kramer et al., 2008.

Descripcién A B C
Tinicial (°C) 45 45 45
Tiempo (min) 4 4 4
Primera rampa (°C/min) 13 13 13
Isocrdtico (T) 175 163 150
Tiempo (min) 27 37 47
Segunda rampa (°C/min) 4 4 4

T final (°C) 215 215 215
Tiempo (min) 35 40 35
Tiempo fotal (min) 86 103,8 110,33
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Figura 3.2.5.4.1. Cromatogramas correspondientes a los distintos programas de
temperatura evaluados segun Kramer et al., (2008) y el programa optimizado
seleccionado para el andlisis.
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Tabla 3.2.5.4.2. Programa optimizado de temperatura para andlisis de AG mediante
GC-MS

Temperatura Rampa Isocrdtico Tiempo

(°C) (°C/min) (min) (min)
40 0 1.2 1,2
140 30 25,0 29,5
190 1 15,0 94,5
215 1 8.0 127.5
240 30 1,0 129,33

11.2.5.5. Optimizacion de los pardmetros experimentales en MW.

Como punto de partida para la seleccion de los pardmetros a optimizar para realizar
la extraccion-metilacidén mediante MW, es necesario tener en cuenta una serie de
consideraciones relacionadas con las propiedades de absorcion MW: la interaccion
de los disolventes con la matriz, la solubilidad del analito y la compatibilidad del
disolvente de extracciéon con el método analitico empleado en el paso de andlisis
final. Por ejemplo, el agua posee excelentes propiedades como disolvente extractivo
mediante MW comparado con otros disolventes, sin embargo, su presencia en las
reacciones de esterificacion podria afectar el rendimiento de la reaccién. En el
estudio que se detalla a continuacidn, los disolventes empleados son compatibles con
el proceso MW y con aquellos usados en las metodologias dcidas y bdsicas utilizadas
en la obtencién de los FAME. El hexano es transparente desde el punto de vista del
MW vy se usa en el proceso para mantener la solubilidad de los lipidos y atrapar los
FAME tfras la transesterificacion. Sin embargo, la combinacién de disolventes implica un
mecanismo |l descrito anteriormente en el apartado lIl.2.1 (mezcla de disolventes con
alta y baja dielectric losses) o un mecanismo lll, usando disolventes con constantes
dieléctricas bajas pero matrices con alto contenido en agua, como la leche o la capa

lipidica.

El primer paso para llevar a cabo la puesta a punto de la metodologia de extracciéon-
metilacién mediante MW es la optimizacién de las condiciones experimentales tanto
instrumentales (T y t) como quimicas (ratio muestra/disolvente). La optimizacion se llevéd
a cabo secuencialmente, esto es, primeramente se evalud la T, ensayando tres
temperaturas diferentes, 30,40 y 50°C. Una vez seleccionada la T dptima, se evaluaron
fres tiempos de proceso (10, 20 y 30min) y finaimente, una vez seleccionados Ty f se
evalud el ratio muestra/disolvente, siguiendo la estrategia de optimizacién de los

pardmetros instrumentales, tal y como se muestra en la figura 3.2.5.1.
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Para la optimizacién de la temperatura, nueve muestras (ocho muestras y un blanco)
de leche o capa lipidica bajo condiciones dcida o bdsica de transesterificacién,
fueron sometidas a radiacion MW (700W) durante cinco minutos a diferentes
temperaturas (ver tabla 3.2.5.2.1). Los extractos obtenidos fueron analizados mediante
GC-MS.

Una vez que la temperatura fue optimizada y seleccionadas las mejores condiciones,
se estudid el tiempo de reaccidén. Las ocho muestras de leche o de capa lipidica vy el
blanco, bajo condiciones dcida o bdsica de transesterificacion, fueron sometidas a
radiacion MW en las mejores condiciones de temperatura durante 10, 20 y 30 minutos
(ver tabla 3.2.5.2.1). Los exiractos obtenidos a diferentes fiempos se analizaron
mediante GC-MS.

Finalmente, se llevé a cabo la optimizacién del ratio muestra /disolvente. Se estudiaron
diferentes ratios. En las mejores condiciones de temperatura y tiempo de reacciéon, 0,5
y 1,0 g de leche y 0,1 y 0,2 g de capa lipidica en condiciones dcidas de
transesterificacién (adicionando 8mL de disolvente correspondientes a 4mL de &cido
clorhidrico metandlico y 4mL de hexano) y 40 y 160mg de capa lipidica bajo
condiciones bdsicas de transesterificacion (adicionando 8,32mL de disolvente,
correspondientes a 4mL de hexano, 160ulL de acetato de metilo y 160uL de metilato de
sodio), se sometieron a radiacion MW (ver tabla 3.2.5.2.1). Los extractos obtenidos se

analizaron mediante GC-MS.

111.2.5.6. Andlisis estadistico.

Las diferencias en el contenido de FAME bajo diferentes condiciones de temperatura,
tiempo de reaccidén y ratio muestra/disolvente fueron examinadas usando el
procedimiento GLM con LSmeans proporcionado por el andlisis estadistico SAS (1999)
de acuerdo al modelo Y= a+compuestoqt(b+compueston)*covariable+E, donde Y es
el resultado del andlisis mediante GC-MS para cada compuesto, a es el punto de
corte, b es la pendiente de la recta, compuestos Y compuestos es el efecto de cada
FAME sobre a y b, las covariables son la temperatura (T), el fiempo (f), el ratio

muestra/disolvente (R) y Ej es el error residual.

111.2.6. Resultados y discusion.

El método ideal de preparacién de la muestra para el andlisis debe ser simple, rdpido,
preciso y exacto. Ademds de estos factores esenciales, la velocidad de preparaciéon
de muestras (nUmero de muestras por hora y por dia) es también importante a la hora
de establecer la metodologia de rutina. La radiacion MW puede ser una alternativa

para promover la extraccion y derivatizacidon y combinar estos dos pasos en uno solo,
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denominado MAED (microwave-assisted one-step extraction-derivatization), para
establecer una metodologia que minimice las etapas de preparacion de la muestra
para el andlisis, posibilitando el desarrollo de determinaciones répidas de perfiles de
AG en leche mediante GC.

Centrdndonos en la optimizacién de los pardmetros MW, los resultados obtenidos a
diferentes temperaturas (30, 40 y 50°C) con cinco minutos como tiempo de reacciéon se
recogen en la tabla 3.2.6.1. Como puede observarse, en condiciones de digestion
dcida (AD), hay diferencias significativas en un mayor nimero de AG que bajo
digestién bdsica (BD). Para la AD en muestras de leche liguida, hay un efecto negativo
de la T sobre el dcido caprilico (C8:0; P<0,05) que se reduce de 2,22% a 1,65%, y
empleando muestra tomada de la capa lipidica, el mismo efecto negativo se observd
para el dcido palmitico (C16:0; P<0,001; 38,15 vs.29,12%) y para el oleico (9c-C18:1;
10,43 vs. 8,41%). La influencia positiva de la T se detectd para otros compuestos del
estudio, en su mayoria compuestos mayoritarios, con contenidos superiores al 7%. Por
otro lado, bajo BD, las muestras tomadas de la capa lipidica no tuvieron influencia de
la T, a excepcién del acido palmitico (C16:0; P<0,05) que muestra un ligero descenso
de 37,15% a 36,70% a 50°C.

Basdndonos en los resultados de la tabla 3.2.6.1, 50°C fue seleccionada como la T mds
adecuada para las dos metodologias evaluadas (AD y BD). Esta T es menor que la
empleada en otros ensayos publicados (Herzallah et al., 2005; Giua et al., 2013) que
evaluaron el efecto MW en los FAME para evitar efectos no deseados en la distibucidn
de los mismos, estudiando el efecto de distintos fratamientos térmicos, pasteurizaciéon
(85°C), ebullicion (96,3°C), UHT (140°C) y MW (95°C), obteniendo que éste Ultimo
incrementa la formacién de los isémeros trans. En el presente estudio se emplearon T

inferiores a las citadas, para evitar este tipo de reacciones no deseadas.
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Tabla 3.2.6.1. Resultados del andlisis estadistico de la evaluacion del efecto de la

temperatura del proceso MW en el perfil de AG en leche

M-AD(%)
FAs T1- 30°C T2 - 40°C T3 -50°C |M-AD

X * se. Xx * se. Xx * s.e. T
Cc8:0 2,22+ 0,29 1,75+ 0,41 1,65 0,11 *
C10:0 7,67 £ 0,24 7,21+ 038 7,51+ 0,62 NS
C12:.0 7,16 £ 0,14 6,95+ 0,26 7,50+ 0,41 NS
C14:.0 15,57 £ 0,49 16,25+ 0,50 17,51 £ 0,27] ***
9c-C14:1 0,92+ 0,08 0,93+ 0,08 1,09+ 0,02 NS
C15:.0 1,05+ 0,11 1,17+ 0,04 1,31+ 0,07 NS
C16:0 36,40 + 0,95 38,36 + 0,81 37,40 = 0,67 **
9c-C16:1 0,48 + 0,12 0,48+ 0,07 0,54+ 0,15 NS
C17:0 0,30 £ 0,04 0,29+ 0,04 0,34+ 0,02 NS
c18:.0 830+ 0,47 898+ 0,73 9,54+ 0,45 ***
9c-C18:1 9,97+ 0,16 9,85+ 0,54 9,72+ 0,14 NS

9c12c-C18:2 0,89 £ 0,36 084+ 023 1,01+ 0,35 NS
9cl2c15¢c-C18:3 0,47 + 0,06 0,40+ 0,18 0,29 £ 0,08 NS

114-C18:1 0,72+ 0,08 0,80+ 0,03 0,97+ 0,15 NS
9c114-C18:2 0,38+ 0,10 0,43+ 0,11 0,48+ 0,14 NS
F-AD (%)
FAs T1 - 30°C T2 - 40°C T3 - 50°C F-AD
X * se. x *+ se. x * s.e. T
c8:.0 1,40+ 0,05 1,57+ 0,14 1,84+ 0,19 NS
C10:0 564+ 022 6,01+ 036 7,15+ 0,50 *
C12:0 585+ 0,16 6,30+ 0,40 7,52+ 0,44 **
C14.0 15,42 + 0,62 16,27 + 0,44 18,83 £ 0,70| ***
9c-C14:1 0,98+ 0,05 1,10+ 0,12 1,42+ 0,16 NS
C15:0 1,16 £ 0,11 1,35+ 0,15 1,69+ 0,19 NS
C16:0 38,15+ 1,69 3583 = 3,48 29,12 £ 4,33] ***
9c-C16:1 0,54+ 0,12 0,61 £ 0,12 0,72+ 0,13[ NS
C17:0 0,40+ 0,07 0,47+ 0,23 0,67 £ 0,14 NS
c18:.0 10,91 + 1,40 11,82+ 0,68 13,57 £ 0,56] ***
9c-C18:1 10,43 + 0,53 10,32+ 1,60 8,41 £ 0,64 **

9c12c-C18:2 0,93+ 0,42 1,07+ 0,28 1,04+ 0,38 NS
9cl12c15¢c-C18:3| 0,34+ 0,07 037+ 0,14 0,47 £ 0,23 NS

114-C18:1 1,04+ 0,23 1,31+ 0,32 1,88+ 0,22 NS
9c 111-C18:2 0,47+ 0,15 0,68+ 0,23 0,97+ 0,28[ NS
F-BD (%)
FAs T1 - 30°C T2 - 40°C T3 - 50°C F-BD
X * se. x * se. X * s.e. T

C8:0 0,90+ 0,04 0,92+ 0,03 0,89+ 0,14 NS
C10:0 4,57 £ 0,10 4,55+ 0,14 4,60+ 0,19 NS
C12:.0 4,75+ 0,26 4,85+ 0,08 4,93+ 0,02 NS
C14:.0 15,68 = 0,35 15,81 £ 0,31 1599 £ 0,09| NS
9c-C14:1 1,03+ 0,06 1,03+ 0,08 1,07+ 0,02 NS
C15:.0 1,38+ 0,03 1,33+ 0,02 1,36+ 0,06 NS
C16:0 37,15+ 1,48 37,41 + 0,71 36,70 £ 1,26| *
9c-C16:1 0,67 £ 0,03 0,64+ 0,03 0,67 £ 0,04 NS
C17:0 0,70+ 0,03 0,66+ 0,03 0,72+ 0,06 NS
c18:.0 14,31 £ 0,35 14,17 £ 0,11 14,35 % 0,50| NS
9c-C18:1 11,83+ 0,39 11,63+ 0,14 11,73 £ 0,24] NS
9c12¢ -C18:2 1,26 £ 0,10 1,21+ 0,05 1,29+ 0,16 NS
9cl12c15¢-C18:3| 0,50 £ 0,06 0,43+ 0,02 0,50+ 0,14 NS
11t-C18:1 1,34+ 0,66 1,54+ 0,03 1,61+ 0,02 NS
9c 111-C18:2 0,80+ 0,05 0,71+ 0,03 082+ 0,17 NS

Valores presentados como mediazerror standard de la media (n=9; tres Ty tres réplicas para cada T). M
leche, F capa lipidica, AD digestidon dcida, BD digestion bdsica. NS no significativo P>0,05. *P<0,05;
**P<0,01,***P<0,001

126



Tras fijar en 50°C la temperatura éptima del proceso MW, se procedié a optimizar el
tiempo de reaccion, ensaydndose el efecto del tiempo de accidn de la energia MW
durante 10, 20 y 30min. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.2.6.2.

Tabla 3.2.6.2. Reultados del andlisis estadistico de la evaluacion del efecto del tiempo
de reaccion del proceso MW en el perfil de AG en leche

M-AD (%)
t1 - 10min 12 - 20min 13 - 30min | M-AD
FAs x * se. x * se. x * s.e. t
C8:0 1,45+ 036 1,16+ 0,38 1,06 £ 0,62 NS
C10:0 7,57 £ 0,16 694+ 026 7,07 % 036 NS
C12:0 7,69+ 044 741+ 028 7.88% 0,09 NS
C14:.0 16,52+ 1,17 16,95+ 0,61 17,87 =+ 0,33 ***
9c-Cl14:1 1,18+ 0,10 1,15+ 0,08 1,30+ 0,02 NS
C15:.0 1,24+ 0,08 1,38+ 004 1,44% 0,03 NS
C16:0 32,75+ 1,43 33,33+ 0,87 31,93+ 1,39 **
9c-C16:1 0,76+ 0,03 0,77 002 080% 001 NS
C17:.0 0,40+ 005 0,47 004 0,51 003 NS
C18:0 9,06 £ 0,36 9,83+ 0,37 10,01 £ 0,24 **
9c-C18:1 11,14+ 0,15 11,32+ 0,27 11,57+ 0,37] NS
9c12c-C18:2 1,82+ 0,14 1,79+ 0,05 1,98% 0,05 NS
9cl2c15¢-C18:3 0,72+ 0,20 0,77+ 0,02 090% 0,05 NS
114-C18:1 1,02+ 008 1,11+ 0,11 1,17%x 0,02 NS
9c11t-C18:2 0,62+ 008 0,62+ 001 0,74 0,03[ NS
F-AD (%)
t1 - 10min 12 - 20min t3 - 30min | F-AD
FAs x * se. x * se. x * s.e. t
C8:0 1,39 £ 003 1,45+ 0,06 1,47% 0,05 NS
C10:0 526+ 003 547+ 011 552+ 009 *
C12:0 553+ 004 577+ 011 584+ 0,12 *
C14.0 14,59 + 0,22 15,12+ 0,37 1526 £ 0,18| ***
9c-Cl14:1 1,05+ 0,02 1,12+ 0,06 1,15 0,04 NS
C15:.0 1,24+ 005 1,36+ 003 1,41 £ 0,03 NS
C16:0 35,61 £ 0,49 34,87 + 0,75 34,57 + 0,70 ***
9c-C16:1 0,68+ 003 0,71+ 002 0,73 0,01 NS
C17:.0 0,55+ 0,04 0,63+ 004 0,67 003 NS
C18:0 12,13+ 0,14 12,36+ 0,26 12,50+ 0,16 **
9c-C18:1 11,79+ 0,13 11,53+ 0,20 11,36 £ 0,21 **
9c12c-C18:2 1,47+ 0,13 1,48+ 0,07 1,48% 0,04 NS
9cl2c15¢-C18:3 | 0,65+ 0,10 0,71+ 0,06 0,75% 0,07 NS
114-C18:1 1,39+ 0,08 1,51+ 006 1,55% 0,03 NS
9c11t-C18:2 0,84+ 0,10 092+ 007 097 007 NS
F-BD (%)
t1 - 10min 12 - 20min 13 - 30min F-BD
FAs x * se. x * se. x * s.e. t
C8:0 1,04+ 0,06 1,10+ 0,09 1,03 0,17 NS
C10:0 483+ 022 497+ 018 483 027 NS
C12:0 4,68+ 0,33 498x 020 4,69+ 0,24 NS
C14.0 16,19 £ 1,02 16,58 = 0,82 16,35+ 0,80 NS
9c-C14:1 1,12+ 0,07 1,12+ 0,10 1,13 0,11 NS
C15:.0 1,47+ 008 1,46+ 0,11 1,42% 0,10 NS
C16:0 35,12+ 3,53 33,93+ 2,83 3490+ 2,89 NS
9c-C16:1 0,74+ 004 0,76 007 0,75 0,07 NS
C17:.0 0,75+ 005 0,71+ 009 0,67 0,13 NS
C18:0 14,62 + 0,80 14,53 = 0,89 14,34 = 0,99 NS
9c-C18:1 12,10 £ 0,67 12,46 = 0,60 12,50 = 0,58 NS
9c12c-C18:2 1,22+ 0,10 1,16+ 0,10 1,11 £ 0,20 NS
9cl2c15¢-C18:3 | 0,60+ 0,08 0,53+ 0,08 0,51 0,16 NS
114-C18:1 1,41+ 0,10 1,52+ 0,20 1,33% 0,17 NS
9c11t-C18:2 0,85+ 009 0,78+ 009 0,72 0,21 NS

Valores presentados como mediaterror standard de la media (n=9; fres t y tres réplicas para cada t). M
leche, F capa lipidica, AD digestion dcida, BD digestion bdsica. NS no significativo P>0,05. *P<0,05;
**P<0,01;***P<0,001.
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Los resultados obtenidos mostraron que la AD tanto para muestras de leche liquida
como de capa lipidica, presentan diferencias significativas en aqguellos AG que
también se vieron afectados por la variacidén de T, con la excepcién del dcido
caprilico (C8:0). En las muestras de leche liquida el aumento del tiempo de reaccion
ejerce un efecto positivo para el dcido miristico (C14:0, P<0,001), palmitico
(C16:0,P<0,01) y estedrico (C18:0, P<0,01). En las muestras de la capa lipidica, el
cdprico (C10:0), laurico (C12:0), miristico (C14:0) y estedrico (C18:0) estdn afectados
positivamente, mientras que el palmitico (C16:0) y el oleico (9c-C18:1) estdn afectados
negativamente. Con respecto a la BD, no mostréd diferencias significativas para los
diferentes tiempos de reaccién en ninguno de los AG evaluados (P>0,05).

Estudios anteriores, (Herzallah et al, 2005; Giua et al., 2013), observaron que el
calentamiento por un tiempo prolongado, 30min a 63°C en condiciones aerdbias,
parece contribuir a la oxidacién lipidica mds que un calentamiento a mayor T durante
menos tiempo (5min). Este resultado podria explicarse porque: el calentamiento a 63°C
no es eficaz en la eliminacion del oxigeno disuelto en la leche liquida, mientras que a
80°C, causa una eliminacion de éste Ultimo. Sin embargo, este resultado no se observd
en las condiciones experimentales del presente ensayo, debido a que la T de trabajo
fue mds suave (50°C mdximo). De acuerdo con los resultados obtenidos, 30min fue
seleccionado como tiempo éptimo de reaccidén en condiciones de AD y 10 min para
BD.

Tras seleccionar 50°C y 30 min como condiciones éptimas para la AD y 50°C y 10min
para la BD, se llevd a cabo la optimizacién del ratio muestra/disolvente. Se ensayaron
dos ratios diferentes, en la AD para leche 0,5y 1,0 g en 8mL de disolvente y 0,1 y 0,2 g
para muestras de capa lipidica en 8mL de disolvente. Por su parte, para la BD, se
ensayaron 40 mg y 160mg adicionando 8mL y 32mL de disolvente, respectivamente
(ver detalles en el apartado I11.2.5.1 y 11.2.5.2). Los resultados obtenidos al realizar cada

uno de estos ensayos se recogen en la tabla 3.2.6.3.
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Tabla 3.2.6.3. Resultados del andlisis estadistico de la evaluacion del efecto del ratio

muestra/disolvente del proceso MW en el perfil de AG en leche

M-AD (%) F-AD (%) F-BD (%)

R1(0,5g) R2 (1,0g) R1(0,1g) R2(0,2g) | R1(40mg) R2(160mg) |M-AD F-AD F-BD

FAs X *se x *se| x +se x *se]| x *+se x *se]| R R R

Cc8:.0 1,36 + 0,06 2,27 + 0,05/ 1,54 £ 0,04 1,48 + 0,05[1,12 £ 0,03 1,25 + 0,04] ** NS *
C10:0 6,53 + 0,04 795 £ 0,111 516 + 0,14 491 = 0,11(525 £ 0,05 538 + 0,10 *** NS *
C12:0 6,18 + 0,48 6,79 £ 0,111 4,79 + 0,21 4,51 = 0,33[ 542 £ 0,08 549 + 0,07 NS NS NS
C14:.0 14,91 + 0,57 12,82 + 0,24[14,06 £ 0,40 13,54 + 0,36[15,84 + 0,03 15,86 £ 0,25| *** = ** NS
9c-Cl14:1 0,97 + 0,04 1,01 +0,08{0,85 £ 0,10 0,69 + 0,08/0,94 + 0,05 0,97 £ 0,01] NS NS NS
C15:0 1,15 £ 0,08 1,03 + 0,03( 1,27 £0,14 1,18 £ 0,02/ 1,36 + 0,01 1,34 £ 0,04] NS NS NS
C16:0 34,89 £ 2,90 31,69 £ 0,35/38,09 £ 1,01 38,20 + 0,78(41,29 £ 0,21 40,61 £ 0,29| *** NS  ***
9c-C16:1 0,73 £ 0,01 0,75 = 0,05[0,63 £ 0,05 0,62 + 0,02] 0,67 = 0,01 0,67 £ 0,02] NS NS NS
C17:0 0,38 + 0,03 0,37 = 0,03[{0,49 £ 0,13 0,44 + 0,07] 0,61 = 0,01 0,52 * 0,04/ NS NS NS
C18:0 9,46 * 0,54 8,56 + 0,16[/12,53 + 0,52 12,54 £ 0,20|11,25 + 0,14 11,12 + 0,14 * NS *
9c-C18:1 10,91 + 0,71 10,42 + 0,07{10,42 £ 0,24 10,91 + 0,24|10,61 + 0,04 10,54 + 0,08] NS * NS
9c12c -C18:2 2,22 + 0,07 2,69 £0,12/ 1,10 £ 0,09 1,27 + 0,05[(0,87 £ 0,02 0,84 + 0,03] NS NS NS
9cl2c15¢-C18:3 0,81 + 0,09 1,07 + 0,13/ 0,37 + 0,13 0,36 * 0,10{ 0,36 *+ 0,01 0,38 + 0,06/ NS NS NS
111-C18:1 1,07 + 0,06 1,14 +£0,19/0,98 £ 0,13 0,87 + 0,07[ 1,26 = 0,04 1,26 £ 0,04/ NS NS NS
9c111-C18:2 0,73 + 0,05 0,87 + 0,06[0,37 £ 0,08 0,34 + 0,04/ 0,30 + 0,02 0,35 £ 0,09] NS NS NS

Valores presentados como mediaerror standard de la media (n=6; dos ratios y tres réplicas por ratio). M
leche, F capa lipidica, AD digestion dcida, BD digestion bdsica, R peso de muestra, NS no significativo
(P>0,05)*P<0,05; **P<0,01,***P<0,001

El ratio muestra/disolvente es un pardmetro importante para que la reaccién sea
eficiente, puesto que el volumen de disolvente debe ser suficiente para asegurar que
toda la muestra estd inmersa en él, especialmente cuando la matriz de la muestra
absorberd disolvente en el proceso. Investigaciones anteriores de Sparr y Bjoérklund
(2000), han puesto de manifiesto, que la proporcién de muestra en la mezcla de
reaccidn no deberia exceder 30-34% (w/v). En las técnicas convencionales,un
aumento del volumen de disolvente, incrementaria la recuperacion, pero en MAED,
podria generar menores recuperaciones, y por ello menor sensibilidad y precision en el
andlisis. Este efecto podria deberse a una agitacion inadecuada del disolvente en el
MW. En este estudio, los ratios estudiados estaban comprendidos en el intervalo 0,5-
12% vy los resultados reflejan que para las muestras de leche, el dcido miristico (C14:0;
P<0,001), dcido palmitico (C16:0; P<0,001) y dcido estedrico (C18:0; P<0,05) mostraron
diferencias significativas con valores mds altos para 0,5 g que para 1,0 g de muestra.
Este efecto positivo significativo es observado para todos los compuestos mayoritarios,
con un contenido superior al 9%, excepto para el dcido oleico (que no mostrd
significacién). Solamente el dcido caprilico (C10:0; P<0,001) presentd valores mayores

para 1,0 g de muestra (2,27 vs. 7,95%) que para 0,5 g de muestra (1,36 vs. 6,53%).

En las muestras de capa lipidica y AD, sélo dos AG mostraron diferencias significativas.
El contenido en dcido miristico (C14:0; P<0,01) fue mayor empleando 0,1 g que 0,2 g
(13,5410,36% vs. 14,06+0,40%) y el dcido oleico (?c-C18:2; P<0,005) mostré un contenido
de 10,91+0,24% para 0,2gy 10,42+0,24% usando 0,1g.
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En las muestras tomadas en la capa lipidica y transesterificacion mediante BD, los
resultados mostraron que los dcidos caprilico (C8:0) y cdprico (C10:0) estdn en mayor
porcentaje para 160mg que para 40mg (1.25y 5,38% vs. 1,12 y 5,25% respectivamente)
a un nivel de significacién de P<0,05. Como ocurre para leche liquida en AD, los
compuestos con un porcentaje superior al 9% estadn afectados por el ratio
muestra/disolvente, y mostraron valores mds bajos para cantidades mayores de
muestra, como el dcido palmitico (C16:0, P<0,001) y el estedrico (C18:0, P<0,05) con
valores de 41,29% vy 11,25% para 40 mg y 40,61% y 11,12 para 160 mg, respectivamente.
Teniendo en cuenta estos resultados, se observan distintos efectos en los compuestos
mayoritarios cuando los comparamos con otros AG mds minoritarios. Un exceso de
muestra podria dar lugar a un efecto de saturacién y en consecuencia una
disminucion de la extraccién y transesterificacion de los AG mayoritarios. A la vista de
estos resultados, 0,5 g de leche liquida y 1,0 g de capa lipidica fueron seleccionados
como cantfidades o6ptimas en condiciones AD y 40 mg de capa lipiica fue

seleccionada como cantidad de muestra éptima para condiciones BD.

Resumiendo todos estos resultados obtenidos, las condiciones experimentales 6ptimas
seleccionadas para el proceso MW fueron 50°C, 30 min y 0,5 g de muestra para leche
liguida en condiciones de AD y 50°C, 10 min y 40 mg de muestra en forma de capa

lipidica para las condiciones BD.

11.2.7. MAED vs. metodologia de referencia.

Las condiciones seleccionadas para la metodologia mediante MW se consideran
adecuadas para el tfratamiento de la muestra de referencia de grasa de mantequilla,
es decir, 0,1 g en AD y 40 mg en BD. Este material ha sido descrito previamente en la
seccién 1l1.2.4. Instrumentaciéon y reactivos y los resultados obtenidos sobre dicho
material se compararon con aquellos obftenidos mediante el empleo de la

metodologia de referencia.

Los valores limites de repetibilidad y reproducibilidad abarcan la preparacion de los
FAME y su andlisis mediante GC-MS de acuerdo con la norma ISO15885/IDF184 y fueron
evaluados segun sus limites. El dcido cdprico (Cé:0), no obstante, fue descartado del
estudio, ya que eluia muy préximo al frente de disolvente en las condiciones

cromatogrdficas seleccionadas para este ensayo.

La exactitud fue evaluada comparando los resulfados obtenidos mediante la
aplicacion del método de referencia vs. la metodologia MAED en condiciones BD y

AD. Los resultados se muestran en la tabla 3.2.7.1. La metodologia MW mediante BD
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muestra una exactitud enfre 80-120% para valores menores de 0,5%, entre 90-110%
para valores entre 0,5-5% y entre 95-105% para valores superiores a 5%. Como puede
observarse AD muestra valores supravalorados para C8:0, C10:0, C12:0, C16:0 e
infravalorados para C17:0, C18:0, 9c-Cl18:1, 9c12c-C18:2, t11-C18:1 y 9cl11+-C18:2

frente a BD.

Tabla 3.2.7.1. Evaluacién de la exactitud para la determinacién de AG en leche
mediante metilacion por MW y empleando catdlisis dcida (AD) o bdsica (BD)

MW-AD (%) | MW-BD (%) |Ref Method (%) Exactitud(%)
AG media s.e. [media s.e. [media s.e. [MW-AD MW-BD

C8:0° 1,53 £ 0,10 1,28 £ 0,06 1,30 £ 0,02 118 90
C10:0 527 £ 0,08 4,52 £0,15| 4,35+ 0,24 121 104
C12:0 6,39 £ 0,06| 6,05+ 0,10 5,83 % 0,07 110 104
C14:0° 12,42 + 0,52 12,31 £ 0,31] 12,18 £ 0,91 102 101
9c -C14:1 0,61 £0,30( 0,75+0,03| 0,72 0,03 85 104
C15:0 1,36 £ 0,20 1,58 £ 0,04 1,49 £ 0,02 21 106
C16:0 44,38 £ 0,99| 41,57 £ 0,55| 41,50 £ 0,63 107 100
9c-C16:1 0,75 +£0,10( 0,90 £ 0,02| 0,83 = 0,02 90 108
C17:0 0,43 £ 0,21 0,70 £0,03| 0,62 = 0,02 69 113
C18:0 12,00 £ 1,32 14,39 £ 0,19| 13,89 £ 0,15 86 104
9c-C18:1 9,84 £ 0,42]| 10,56 + 0,13 10,46 £ 0,12 94 101
9c12c -C18:2° 2,13 £ 0,43 2,76 £0,11| 2,55+ 0,07 84 108
9cl2c15¢c-C18:3° 0,27 £ 0,08 0,34 £0,03| 0,33 +£0,03 96 113
111-C18:1 0,51 £ 0,02 0,63 £0,03| 0,58 + 0,02 88 109
9c114-C18:2 0,24 £ 0,01 0,35 +0,03| 0,32+ 0,02 75 109

AD-MW digestion dcida MW, BD-MW digestion bdsica MW, s.e. error estandar de la media (n=18; nueve
muestras y dos réplicas); @ AG con valores de referencia. Valores en rojo, no cumplen criterios de la Norma.

Finalmente, estas metodologias se compararon con los valores de referencia de la
muestra de grasa de mantequilla (ver tabla 3.2.4.1) empleando como muestra a
analizar dicho material. El procedimiento BD, proporciona mejores recuperaciones,
definiendo estas como el ratio de los valores observados respecto al valor de
referencia. Estos resultados fueron 91, 112, 91 y 89% para C8:0, C14:0, 9c12c-C18:2 y
9c12c15¢c-C18:3 respectivamente en condiciones de BD, y de 109, 114, 71 y 71% para
las condiciones de AD.

La precisién fue evaluada para AD y BD analizando los coeficientes de variacién (CV),
valores de repetibilidad y diferencias mdximas. La repetibilidad fue calculada como la
diferencia mdxima permitida entre dos andlisis en condiciones de repetibilidad:
2 x V2 x o (repetibilidad).

Para AG presentes en porcentajes superiores al 5%, se permite un mdximo de 5% (con
un mdximo absoluto de 1 g por 100 g) y para AG presentes en porcentajes 1-5%, un
maximo de 12% (con un mdximo de 0,5 g en 100g) segun ISO15885/IDF184. Como se

muestra en la tabla 3.2.7.2, la BD presenta valores que cumplen los criterios
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establecidos de repetibilidad, sin embargo la AD no cumple estos criterios para varios
compuestos, no sélo saturados (C14:0, C15:0, C16:0 y C18:0), sino también insaturados
(?c-C16:1, 9c-C18:1, 9¢c12c-C18:2, 9c12c15¢c-C18:3). Estos resultados son similares a los
obtenidos para los ensayos realizados sobre muestra de capa lipidica en ambas

condiciones AD y BD.

Tabla 3.2.7.2. Evaluacién de la precision para la determinacion de AG en leche
mediante metilacidon por MW y empleando catdlisis dcida (AD) o bdsica (BD)

Material de Referencia Capa lipidica
BD-MW AD-MW BD-MW AD-MW
FAs CV Repetibilidad MAX-Dif CV Repetibilidad MAX-Dif CV Repetibilidad MAX-Dif CV Repetibilidad MAX-Dif
cs8:0 2,26 0,06 0,06 6,78 0,29 028 2,60 0,08 0,08 245 0,11 0,12
C10:0 1,39 0,18 0,18 1,57 0,23 020 1,04 0,15 014 267 0,39 0,32
C12:0 1,49 0,23 0,23 0,99 0,18 0,15 1,55 0,24 0,17 4,39 0,59 0,61
C14:0 0,84 0,36 0,36 4,15 1,46 123 022 0,10 0,10 288 1,14 119
9c-C14:1 2,87 0,07 0,08 4,18 0,09 0,08 521 0,14 0,10 12,06 0,29 0,25
C15:0 3,00 0,13 0,11 14,97 0,58 0,55 0,39 0,01 0,01 10,85 0,39 0,35
C16:0 0,89 1,01 0,78 791 9,93 9,08 0,50 0,59 0,61 2,65 2,85 2,92
9c-C16:1 1,99 0,05 0,05 13,83 0,29 027 097 0,02 002 7,14 0,13 0,10
C17:0 5,66 0,10 0,10 7,03 0,10 0,09 1,82 0,03 0,03 25,89 0,36 0,30
C18:0 1,42 0,54 0,52 11,03 3,74 3,41 1,23 0,39 030 4,16 1,47 1,37
9c-C18:1 0,86 0,27 0,26 4,23 1,18 1,08 039 0,12 011 227 0,67 0,58
9c12c-C18:2 4,06 0,26 0,24 20,34 1,23 1,14 1,89 0,05 0,05 8,440 0,26 0,24
9c12c15¢c-C18:3 10,50 0,09 0,08 30,38 0,23 024 3,08 0,03 0,02 34,56 0,36 0,33
11t-C18:1 5,46 0,08 0,08 49,14 0,60 0,53 3,53 0,13 0,09 13,44 0,37 0,31
9c111-C18:2 7,02 0,05 0,04 4,64 0,03 0,03 6,54 0,06 0,04 21,42 0,23 0,21

AD-MW digestion dacida MW, BD-MW digestion bdsica MW, CV coeficiente de variacion (%); Repetibilidad:
2*2*desviacién estandard de repetibilidad; MAX-Dif: Diferencia mdxima entre los valores mds altos y mds
bajos para ese AG; posicidn sin sombreado: AG 1-5%; posicidon sombreada: AG >5%. Valores en rojo no
cumplen criterios de la Norma.

La caracterizacion y validacion de la metodologia MW mediante AD nos lleva a
descartarla como andlisis de rutina. Por el contario, la precision y la exactitud
obtenidos para la metodologia MW mediante BD son similares a las obtenidas por la
metodologia de referencia de acuerdo con los requerimientos de la norma
ISO15885/IDF184.

Una vez seleccionada la metodologia mediante BD, se estudid su reproducibilidad
mediante nueve experimentos. Tres bombas de MW se usaron para el ataque de 40
mg de muestra de capa lipidica en cada una, mediante tres programas de MW, que
fueron ensayados en dias distintos.

Lo resultados mostraron que el andlisis MAED de los FAME obtenidos permite obtener
datos reproducibles, que cumplen los requerimientos de la norma ISO15885/IDF184:
15% de reproducibilidad (con mdximo de 4 g por 100 g) para AG presentes en un
porcentaje mayor al 5%) y 20% de reproducibilidad (con un méximo de 1 g por 100 g)

para AG presentes en porcentajes comprendidos entre 1-5%.

De los ensayos realizados puede concluirse que la transmetilacién/extraccion de
muestras de leche mediante digestion bdsica MW, puede considerarse una alternativa

novedosa y viable para el andlisis de AG en muestras de leche, cumpliendo los
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pardmetros de exactitud y precision que marcan las normas de andlisis de referencia

para estos compuestos.

I1.3. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE SELENIO Y ESTUDIO DE
SU REPERCUSION EN LOS NIVELES DE ELEMENTOS TRAZA EN
LECHE DE VACA.

111.3.1. INTRODUCCION

Se denominan alimentos funcionales, aquellos que consumidos regularmente,
producen un beneficio especifico en la salud, ademds de sus propiedades
nutricionales (Bernal et al., 2011). La frontera enfre “nutracedtfico” y "alimento
funcional” no parece estar clara, siendo la principal diferencia la forma de consumirlo:
los nutraceUticos son consumidos en forma de cdpsulas, pastillas, ampollas, etc.,
mientras que los alimentos funcionales son consumidos como alimentos comunes. Hoy
en dia existen diversas estrategias para mejorar el contenido de nutrientes funcionales
en los alimentos aumentando asi su beneficio en la salud humana. Dentro de este
dmbito, la leche suscita un enorme interés, dada su relevancia en la dieta humana, al

ser consumida desde la infancia hasta la ancianidad.

La leche es una excelente fuente de macronutrientes (proteinas, lipidos vy
carbohidratos) y de micronutrientes (vitaminas, enzimas y minerales). De hecho, es una
fuente ideal de macroelementos como el Ca, Ky Py de elementos tfraza como Fe, Cu,
Se, In, Co y | (Tabla 3.3.1.1). Estos elementos traza son esenciales cuando su ingesta
insuficiente produce deficiencias funcionales, cuando el organismo no puede
completar su ciclo vital sin él por estar involucrados en sus procesos metabdlicos y su
efecto no puede ser logrado completamente por ningin ofro elemento. Son, por
tanto, vitales en el soporte de funciones fisioldgicas humanas. Su deficiencia estd

relacionada con trastornos severos y su sobredosis los convierte en toxicos.
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Tabla 3.3.1.1. Concentraciones de Cu, Co, |, Se y Zn en leche de vaca en el noroeste
de Espana (ug L)

Elemento Funcién pL!
componente
Co - ) . 4,18-5,56
principal vitamina B,
Cu co-factor enzimas 38,3-64,5
transporte Oy,
Fe constituyente de 338-468
enzimas
funcion hormonal
(sintesis hormonas 71-6536
tiroideas)

antioxidante, anti-
carcinogénico,
forma parte de la
enzima GSHPx
n co-factor de enzimas ~ 2957-4154
(Adaptada de Rey-Crespo et al., 2013)
Diversos estudios se han enfocado al contenido y distribucidn de estos elementos

Se 8,3-36,2

esenciales en leche procedente de distintas especies animales. Los resultados
muestran que el contenido varia considerablemente y que la composicion parece
estar afectada por factores genéticos, fisicos y ambientales. En el caso de los bovinos,
la informacién acerca de la relacién entre la variacion genética del animal y el
contenido mineral en la leche es limitada (van Hulzen et al., 2009). Ofros estudios en
cambio han establecido que no existen fuentes genéticas en la variacion del
contenido mineral, demostrando que es consecuencia del estado de lactacion, el
estatus nutricional y el clima (Cashman, 2006; Gaucheron, 2005; Phipps et al., 2008). Asi,
existen estudios sobre la dependencia del contenido y factores genéticos y no
genéticos, el estado de lactacidén (van Hulzen et al., 2009; Pechovd et al., 2008b), la
regién (Sola-Larranaga y Navarro-Blasco, 2009) y también estudios de especiaciéon en
cuanto a su presencia en la leche (Hoac ef al., 2007). Estos elementos fraza adquieren
gran relevancia en las leches férmula de alimentacién infantil ya que estdn
enormemente involucrados en un gran nUmero de procesos. Con respecto a los
estudios de especiacion, la finalidad de los mismos es mejorar las leches comerciales
mediante un conocimiento mds detallado de la biodisponibilidad de estos elementos
en la leche materna, de ahi las investigaciones relacionadas con la especiacion en
leches formula basadas en leche de vaca vs. leche materna (de la Flor St. Remy et al.,
2004b; Ferndndez Sdnchez et al., 2012).

El Zn, es co-factor de mds de 200 enzimas involucradas en procesos bioldgicos,
particularmente enzimas que participan en la sintesis de proteinas. Otros procesos

celulares afectados por este elemento son por ejemplo la sintesis del ADN, la

134



reproduccion, la formacién ésea, el crecimiento y la cicatrizacién de las heridas

(Barceloux, 1999).

El Cu es un nutriente esencial para todas las especies estudiadas hasta la fecha. Su
déficit puede contribuir al desarrollo y progresidn de numerosas enfermedades,
incluyendo la diabetes y las enfermedades cardiovasculares. Su deficiencia durante el
embarazo puede generar malformaciones en el feto y anormalidades neuroldgicas e
inmunoldgicas (Uriv-Adams, J. y Keen, C. L., 2005). Junto con el Zn, forma parte de la
enzima superoxido-dismutasa, que lleva a cabo funciones antioxidantes intracelulares
(Tuncer et al, 1999). Forma también parte de la ceruloplasmina, una poderosa enzima
antioxidante (Halliwell y Gutteridge, 1990) y también han sido documentados sus

efectos antiinflamatorios, tanto en animales como en humanos (Milanino et al., 1993).

El Co es el componente principal de la vitamina B12 (Finley et al., 2012). Es una
molécula compleja y asimétrica que recuerda la estructura de la hemoglobina (ver
figura 3.3.1.1). En funcidén del grupo funcional unido a la posicion B del Co (por ejemplo
Ciano, CN-; hidroxi, OH-; metilo, Me-), se forman distintas especies (Yanes y Miller-hli,
2004). Las cobalaminas se encuentran de forma natural en los alimentos de origen
animal como la carne, leche y productos Idcteos. Las formas mds abundantes en la
leche vy los ldcteos son las hidroxicobalaminas y las metilcobalaminas. La vitamina B12
juega un papel importante en el desarrollo de muchas funciones actuando como
coenzima para la sintesis del ADN, el desarrollo y crecimiento celular, metabolismo de
carbohidratos, sintesis de proteinas y el desarrollo y mantenimiento de la mielina
alrededor de las células nerviosas. Su deficiencia estd unida a diversos problemas de
salud incluidos desérdenes neuroldgicos y hematoldgicos. Son grupos de riesgo en
cuanto a la deficiencia de esta vitaminag, los ancianos, los vegetarianos y las personas

gue han sufrido un bypass gdstrico (Provenzale et al., 2002).
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Figura 3.3.1.1. Estructura molecular de la Vitamina B12 (Cobalamina)

El I es uno de los elementos traza mds importante en la nutricidn humana. Su funcidén
fisioldgica como constituyente de la tiroxina, hormona secretada por la gldndula
firoides, requiere el control de los niveles de consumo, ya que un exceso o defecto
tiene un efecto negativo sobre la funcién tiroidea (Gunnarsdottir y Dah, 2012). El l es
un elemento esencial en la dieta de los mamiferos, siendo necesario para la sintesis de
las hormonas tiroideas (Haldimann et al., 2005): tiroxina o T4 (3,5.3',5’-tetrayodotironina)
y su forma activa tironina o T3 (3,5, 3’-friyodotironina). Las hormonas tiroideas juegan un
papel muy importante en el crecimiento y desarrollo del cerebro y del sistema nervioso
central y en el control de los procesos metabdlicos de carbohidratos, grasas, proteinas

y minerales.

Centrdndose en los elementos objeto de estudio, el Se concretamente, juega un
importante papel en diversos procesos bioldgicos a través de la accidn de las seleno-
proteinas que tienen una importante funcién antioxidante y detoxificante en el
organismo humano. Es necesario para la formacién vy el funcionamiento de al menos
frece proteinas y componentes de la enzima glutation peroxidasa (GSHPx),
principalmente en forma de selenocisteina. Existen estudios publicados sobre su
efecto anti-carcinogénico, especialmente en el cdncer de préstata y en algunos tipos
de cdncer gdstrico (Klein et al., 2003; Ferndndez-Banares et al., 2002; Schrauzer 2000;
Hyo Ji et al, 2012; Nicastro y Dunn, 2013). Su deficiencia, en casos extremos, causa

severas cardiomiopatias y anormalidades. El suplemento de Se de 200 nug dia! ha
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demostrado reducir el riesgo de incidencia de cdncer de pulmédn, préstata y colo-

rectal en humanos (Combs, 200; Mcintosch et al., 2014).

La importancia del Se en la nutricibn humana data de 1979, aino en el que se
descubrié su efecto profildctico en la enfermedad de Keshan. El papel clave de Se
estd relacionado con las importantes funciones de las selenoproteinas, en las que el Se
juega un papel estructural y enzimdtico. Ademds de su esencial papel como
antioxidante, con sus trascendentales implicaciones protectoras contra los radicales
libres, el Se también actia como catalizador para la produccién de hormona activa
tiroided, y es necesario para el funcionamiento del sistema inmune. El déficit de este
elemento se asocia a la aparicién de trastornos del dnimo, y una ingesta elevada
parece asociarse con una reduccién del riesgo de cdncer. Como otros
micronutrientes, el Se debe obtenerse de la dieta. Sin embargo, la concentracion de
Se es muy variable, porque estd directamente relacionada con la concentracién de

Se en el suelo de las dreas donde se producen los alimentos (Mercadal et al., 2015).

Suplementacion de Se. Desde el punto de vista de la nutricion humana y focalizdindose
en el contenido de Se en leche (tabla 3.3.1.1), éste es generalmente bagjo, si se
compara con la ingesta diaria recomendada (3.3.1.2). Sin embargo, actualmente es
técnicamente posible aumentar las concentraciones de Se en leche mediante la
suplementacion con Se en las dietas del vacuno lechero (Heard et al., 2007; Juniper, et
al., 2008; Walker et al., 2010). Ello ofrece una alternativa para proporcionar un aporte
extra de Se en la leche y dliviar las deficiencias del mismo mediante la ingesta de un

alimento tan comin como la leche, beneficiando asi la salud humana.

Tabla 3.3.1.2. Cantfidades Diarias Recomentdadas (CDR) para Co, Cu, |, Sey Zn

CDR
Co 25pg B
Cu Tmg
| 150 ng
Se 55 ug
n 10mg

Fuante: Real Decreto 1669/2009

Existen diversos estudios que muestran el efecto de la suplementacion de Se en la
produccién ldctea, para conseguir concentraciones supra-nutricionales de Se
(Ceballos et al, 2009; Stockdale et al, 2011), empleando diferentes formas de
suplementacion (Weiss, 2003) y estudiando su efecto en la especiacién de Se (Muhiz-
Naveiro et al., 2007) en leche, sangre, y en el queso o el yogurt fabricados con la leche

obtenida de animales suplementados (Phipps et al., 2008; Pechovd et al., 2008a). La
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suplementacién de Se puede redlizarse mediante dos formas fundamentales, Se
inorgdnico, en forma de sales como selenito sddico o selenato sédico, o en forma de
Se orgdnico, como levaduras enriquecidas en Se en las que la Selenometionina es la
forma predominante de Se. En la Unién Europea ambas formas estdn aprobadas y su
uso como suplemento en la dieta animal estd permitido hasta dosis méximas de 0,5
mg SeKg' de pienso completo, de un contenido en humedad del 12% (Diario Oficial
de la Unidn Europea, 2014 y 2015). Empleando tasas de suplementacion similares, el
uso del Se orgdnico en forma de levaduras produce un aumento de Se en leche y
sangre superior al Se inorgdnico, indicando con ello una mejor biodisponibilidad de la
forma orgdnica (Weiss 2003; Ceballos et al., 2009). Incluso, las nuevas generaciones de
suplementos para el ganado se han enfocado en la forma orgdnica mds eficaz dentro

de la suplementacion con Se orgdnico, la L-selenometionina (figura 3.3.1.2)

~+ Se (SeMetionina)

bod _id _». Levadura enriquecida de Se
70 //'
60 — E Selenito sédico
o) ///
: - v ~w- Control
c % %
[v] /
S ////
& L
3 10
0
o 3 7

N° semana de prueba

Figura 3.3.1.2. Concentraciéon de Se en leche en funcidén del tipo de suplementacion y

semana de tratamiento. (Fuente: Orffa/Excential)

Es necesario destacar que el metabolismo mineral juega un papel importante, ya que
existen diferencias en las pautas de absorcidn, fransporte, excrecién, tasa de
renovacién de los tejidos y control homeostatico entre los elementos minerales. Estos
procesos estdn en equilibrio mediante las distintas formas en que el elemento pueda
presentarse y estdn influidas por el pH de los fluidos del organismo, la presencia de
ofros minerales, secreciones hormonales o la adicién de quelatos. La proporcion de
mineral que se absorbe en el animal varia segin el mineral. Asi la utilizacién del Se
ingerido por los alimentos incluye su absorcidn, tfransporte, excrecién y distribucién en

los tejidos junto con la transformacién metabdlica a la forma bioquimica activa.
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Ciertos estudios, muestran efectos adversos de la suplementacién de Se en el enlace
In-citrato en el caso de la leche humana (Bratter et al., 1998; Kantola & Vartiainen,
2001; Michalke, 2006). Sin embargo, no existen mucha informacién publicada sobre el
impacto de la suplementacién de Se en el contenido total de algunos elementos traza
como el In, Co, Cu y | en leche de vaca. En su mayoria, estdn enfocados en el perfil
de distribucién de estos elementos en el suero ldcteo como por ejemplo Hoac et al.

(2008), mostrando una distribucién inalterada del Zn y el Cu tras la suplementacion.

Ciclo biolégico del Se. La homeostasis se podria definir como *“la situacidon de relativa
uniformidad que tiene lugar como consecuencia de los ajustes de los seres vivos a los
cambios en su medio”. Es decir, aunque el animal consuma minerales alfamente
variables mantiene constante los niveles de los elementos minerales funcionales en los
tejidos, gracias a un control homeostdtico. La gran variacién en el consumo vy el
rendimiento normal es consecuencia de este Ultimo. Refiriéndose al Se, casi todo el
que se ingiere (70-100%) es absorbido principalmente en el intestino delgado
(duodeno) y ciego, sin ningun tipo de control homeostdatico o fisioldgico aparente. Este
hecho implica que la cantidad de Se que es absorbida por el organismo depende de
la biodisponibilidad de las selenoespecies en el intestino y de su concentraciéon. La
absorcién del Se inorgdnico no es un proceso activo ya que el 90% del Se absorbido es
fransportado por una proteina. Sin embargo en el caso del Se orgdnico, el tipo de
fransporte difiere segun el aminodcido de que se trate: para la selenometionina es un
transporte activo, interfiiendo la metionina en su absorcion; en cambio para la
selenocisteina el fransporte es pasivo pues la mayor parte lo hace unido a una
proteina. El Se absorbido es distribuido a través de la sangre por los érganos y tejidos,

encontrdndose las mayores concentraciones en higado y rinones (figura 3.3.1.3).
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Figura 3.3.1.3. Ruta metabdlica del Se
(Fuente: adaptada de Suzuki, 2005)

Como puede verse en la figura 3.3.1.3, las formas orgdnicas e inorgdnicas del Se son
transformadas en un producto intermedio comuin, que es posteriormente utilizado en la
sintesis de selenoproteinas donde es incorporado como aminodcido Unico, la
selenocisteina (Se-Cisteina). Por lo general, este intfermedio comin (metabolito clave)
se asume que es el seleniuro (Se?) (Suzuki, 2006) o seleniuro de hidrégeno (HSe’),
aungue es un compuesto altamente reactivo y no es probable que se encuentre en su
forma libre. La ruta metabdlica del Se inorgdnico (selenito o selenato) es mds sencilla
que la del Se orgdnico, que implica la fragmentacién de reductora del enlace C-Se
mediante la enzima B-liasa. La selenometionina (Se-metionina), es transformada en Se-
Cisteina mediante un proceso de trans-selenizacién. A partir del seleniuro se forma
selenofosfato a través de un proceso catalizado por la enzima selenofosfato sintetasa,
en el que el nucledtido ATP (adenosin trifosfato) es responsable de la fosforilacién. El Se
es transferido desde el selenofosfato a una molécula de ARN de fransferencia (ARNH)
que originalmente fransporta serina, pero es transformado en ARNt-Se-cisteina (SeCys-
ARNt) por accidon de la enzima Se-cisteina sintetasa. El ARNt fransporta la Se-cisteina
hasta los ribosomas para incorporarla a la cadena proteica a través del codén UGA

(Gonzdlez-Iglesias, 2010).
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Aparte de esta ruta metabdlica comuin para todas las especies de Se, la Se-metionina
puede seguir otra ruta por la que es incorporada intacta a proteinas, de forma
inespecifica, en lugar de la metionina (pues el organismo no es capaz de diferenciar
ambas moléculas). Estas proteinas que contienen Se-metionina, se clasifican como
“proteinas que contienen Se” (figura 3.3.1.4), de las que no se conoce una funcién
bioldgica especifica, excepto la de ser un pool bioldgico de Se (Butler ef al., 1989). Esta
incorporacién de selenometionina a proteinas, no estd regulada por ningdn

mecanismo homeostatico.

selenoproteinas Proteinas csonienlendo metaloproteinas
e

Figura 3.3.1.4. Diferencia entre selenoproteinas, proteinas que contienen Se y
metaloproteinas. (Fuente: adaptada de Suzuki, 2005)

Andlisis de elementos traza. En la actualidad existen numerosas técnicas analiticas
para la cuantificacion de los elementos traza en leche. La electroforesis capilar
(Sudrez-Luque et al., 2007), la espectrometria de absorcién atémica (Rahimi et al.,
2009; Soares et al., 2010; Bilandzic et al., 2011), la voltamperometria “stripping” (Mundz
and Palmero, 2004) se han empleado para determinar metales en leche, aunque
actualmente el ICP-MS (Prohaska et al., 2000; Benincasa et al., 2008; Herwig et al., 2011)
y el ICP-AES (Yamawaki ef al., 2005; Birghila et al., 2008; Nascimento et al.,2010) son las

técnicas mds usuales al permitir la cuantificacion simultdnea de distintos elementos.

El ICP-MS es una técnica poderosa para el andlisis elemental de matrices bioldgicas
(Sarmiento-Gonzdlez et al., 2008), incluida la leche, dado sus capacidades
multielementales y bajos limites de deteccidon (Rivero Martino et al., 2001; de la Flor St.
Remy et al., 2004a). El andlisis de los elementos traza Co, Cu, Se y Zn, es sencillo; se
cuantifican previa mineralizacion dcida en MW. Sin embargo, tanto para el ataque en
MW como para la cuantificacion del | mediante ICP-MS, existen una serie de

inconvenientes. Primeramente, en la preparacién de la muestra de leche para el
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andlisis, es necesario evitar las pérdidas debido a su volatilidad y a su compleja
guimica redox. A pH bajo el yoduro se oxida faciimente a | molecular. A alto pH se
evita esta oxidacién, por lo que es frecuente y conveniente la preparacién de las
muestras en medio alcalino, como amoniaco (NHas), hidréxido potdsico (KOH) o
hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) (Vieira et al., 2015).

Con respecto a los inconvenientes relacionados con la cuantificaciéon de | mediante
ICP-MS, es necesario senhalar que este elemento tiene un alto nivel de deteccién en
comparacién con otros elementos debido a su alto potencial de ionizacion (10,45eV).
El segundo son los posibles efectos memoria, debido a la evaporacién del | como HI o
l2 desde las gotas que se forman en el aerosol de la cdmara de nebulizaciéon del ICP-
MS. Ademds, las interferencias de los iones 21+, 129Xe* y posiblemente los iones 127HI.*,
hacen que el empleo de una cdmara de reaccién/colision con Oz 0 He como gas sea

una opcidn adecuada para este tipo de andlisis (Reid et al., 2008).

l11.3.2. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo es la evaluacion del efecto de la suplementacién con Se
orgdnico de la racién de vacas lecheras y su repercusion en el contenido de los

oligoelementos Zn, Cu, Co y | mediante la técnica de ICP-MS.

1.3.3. METODOLOGIA ESTUDIADA
111.3.3.1. Diseho experimental y toma de muestras

El estudio se llevd a cabo durante nueve semanas con un rebano de ocho vacas de
raza Holstein-Freisian multiparas y primiparas, en el segundo tercio de lactacion y de
produccidn ldctea diaria comprendida entre 15-30L. Este grupo fue dividido en cuatro
subgrupos (dos vacas por grupo) y sometidos a cuatro dosis distinfas de
suplementacién de Se en la racién: DO, grupo sin suplementacion (grupo de conftrol),
D1, D2 y D3 con contenidos crecientes de Se en la racién. Estas concentraciones de
Se no pueden ser detalladas debido a cuestiones de confidencialidad, al fratarse de
un estudio realizado por el Area de Nutricidn, Pastos y Forrajes de SERIDA para una
empresa de produccién ldctea. El Se empleado en la suplementacion fue un derivado
de levaduras provenientes de Sacchromyces cerevisiae de conteniendo un 63% de Se-

metionina y un 36% de otros componentes orgdnicos con Se.

Las vacas fueron ordenadas a las 7:30 de la manana y 19:30 de la tarde diariamente.
Las muestras de leche se recogieron haciendo uso de un muestreador automatico

asociado a un sistema automdtico que utiliza el rebano experimental de produccion
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de leche del Area de Nutricién, Pastos y Forrajes del SERIDA, el cual se muestra en la
Figura 3.3.3.1.1.,, en envases estériles de pldstico de aproximadamente 40mL de
capacidad. El sistema automatizado registra la cantidad de leche producida por

cada animal en cada ordeno.

Figura 3.3.3.1.1. Sistema automatizado de ordeno del rebano experimental de leche
del Area de Nutricién, Pastos y Forrajes de SERIDA. 1: Robot de ordefio; 2: Vaca en ordefio;
3: Muestreador automdatico.

Cada una de las muestras de leche para cada vaca y dia estaba constituida por una
combinacion de la produccidon matinal y vespertina, proporcional a las producciones
de cada animal. Se realizaron andlisis de los contenidos en grasa, proteina, lactosay
extracto seco magro, asi como el recuento de células somdticas en el Laboratorio
Interprofesional Lechero de Asturias, LILA (MilkoScan FT 6000, Foss Electric, Hillerad,
Denmark). El muestreo de leche se llevd a cabo antes de iniciar la suplementacién
(t=0) y a los 7 dias, 28 y 63 dias de tratamiento, t=1, t=2 y t=3 respectivamente. Todas las
muestras de leche se conservaron a -40°C hasta su andlisis. El desarrollo de este trabajo

llevd consigo el andlisis de 72 muestras de leche (ver figura 3.3.3.1.2).
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Dosis Ordeno Muestra

Manana
Leche Vaca 1
DO<:Tc:rde }

Manana
Leche Vaca 2
D0<:Torde }

Manhand]
+Leche Vaca 3
D]<:Tcrde J

s . S Mafnand]
Io o e L ieae | D1< -Leche Vaca 4
7 W) W) W) TOrde ]

~s,
S
S,
N,

I \\
! \
; L B . 4
E:.. £ J Lo v, g '~‘ '; _ a
1 1
Y / D2<Monono -Leche Vaca 5
X , = / Tarde |

. Manand]
+Leche Vaca 6
g D2<:Torde J

= - = - = -
/

............

MaRand]
-Leche Vaca 7
D3<:Torde J

Manandl]
+Leche Vaca 8
D3<Torde i

Figura 3.3.3.1.2. Muestreo de leche llevado a cabo durante 9 semanas en el rebano de
leche

111.3.3.2. Instrumentacion

Microondas ETHOS One (Milestone, Srl, Sorisole, Italia) ya descrito anteriormente en la
seccion lll.2.4, equipado con un rotor para diez recipientes de digestion de teflén TFM

y con un sensor de temperatura (ATC-400). Ver figuras 3.2.4.1 y 3.2.4.2.

ICP-MS Agilent 7500c Octopole Reaction System (ORS) (Agilent Technologies, Tokio,
Japdn)(figura 3.3.3.2.1): La muestra liguida es aspirada mediante una bomba
peristdltica hacia el sistema de nebulizacion, constituido por un nebulizador tipo
Meinhard y una cdmara de nebulizacion de doble paso (tipo Scott, refrigerada por
efecto Peltier a 2°C). Este aerosol, se introduce a través del canal de la antorcha en el
plasma de argdn, que se encuentra parcialmente ionizado (aproximadamente 1%) vy
gue posee una T entre 6000-8000 K. La antorcha (tipo Fassel) se compone de fres tubos
concéntricos de cuarzo, el central para el Ar o gas portador, el intermedio para el Ar
auxiliar y el del exterior para el Ar plasmégeno. En el plasma la muestra es

desolvatada, vaporizada, atomizada e ionizada.

Los iones formados en el plasma, son extraidos del canal central del plasma a una

interfase que se encuentra a vacio (aproximadamente 1torr) a través del cono de
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extraccion o sampler produciéndose una expansidn adiabdtica. A continuacion, el
haz de iones es transmitido a través de un segundo cono metdlico o skimmer. Ambos
conos constituyen la interfase de extraccion por medio de la cual los iones formados
en el plasma (aproximadamente 1%) pasan hacia el sistema electrostdtico de enfoque
que se encuentra sometido a alto vacio (103 — 104 torr) por la accién de una bomba

turbomolecular.

Este haz de iones es entonces enfocado mediante un sistema de lentes de extraccion,
de enfoque ibnico que mediante campos electromagnéticos permiten obtener un haz
colimado de iones. Entre el sistema de lentes y el analizador de masas se encuentra la
celda de colision (ORC-octapole reaction cell), que minimiza las posibles interferencias
poliatédmicas. Esta cdmara puede ser presurizada con He, H2 o mezclas de ambos,
cuyas moléculas colisionan y/o reaccionan con los iones procedentes del plasma,

rompiendo asi posibles iones interferentes.

Una vez alcanzan el analizador de masas, los iones son separados por su relacion
carga/masa (m/z). El analizador estd constituido por un cuadrupolo con cuatro barras
de Mo cilindricas sometidas a corrientes alternas y continuas de radiofrecuencias,
actua como filtro de masas. Finalmente los iones emergentes son detectados por un
multiplicador de electrones secundario (SEM) que funciona de modo digital vy

analégico (dependiendo de la intensidad de los iones).

Las condiciones de operacién del ICP-MS fueron optimizadas para la determinacion
simultdnea de Co, Cu, Se y Zn, en muestras provenientes de la digestién dcida MW, y
de forma independiente, para el yodo, en muestras provenientes de la digestidon
bdsica MW. En las mediciones se empled celda de colisibn/reaccion empleando
Hidrégeno como gas, para eliminar interferencias. Ambos métodos estdn detallados
en la tabla 3.3.3.2.1.
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Figura 3.3.3.2.1. Seccion del equipo ICP-MS con celda de colision/reaccién (ORC)
Agilent 7500c. 1. Area abierta de introduccién; 2.Confrol de T de cdmara de spray; 3. Plasma;
4. Sistema Shield Torch (control de energias idnicas); 5. Interfase y lente idnica; 6. Control de flujos
de masas; 7. Sistema de reaccidon octapolo; 8. Sistema de vacio y analizador; 9. Sistema de
deteccion.

Tabla 3.3.3.2.1. Condiciones experimentales de medida en ICP-MS para la
determinacion simultdnea de elementos traza en muestras de leche

CONDICIONES DE MEDIDA ICP-MS

Pardmetros Plasma

Rf (Lmin™) 1500
Flujo gas plasmégeno (Lmin™) 15
Flujo gas auxiliar (Lmin™) 1
Flujo gas portador (Lmin™") 1,12
Fujo muestra (rps) 0.1

Isétopos medidos

%Co0,%8Cu,%®Cu,* In,°In,1n,%%n,* Ga,” ' Ga,
743e,7%se,”’Se,8se, 8se,8%5e, 1°RN
Digestién Bdsica 13|y 115 127

Digestion dcida

Isétopos seleccionados cuantificacion

Digestion acida ¥Co,*Cu, (1.5: 'Ga),*zn,”’se (1.5.:'°Rh)
Digestién Bdsica 127 (1.5.: 5In)

Pardmetros celda colisién/reaccion

Flujo gas H, 4L min’!

Octapole bias -13V

Qp bias -11,5v

- Adquisicion datos-

Puntos por pico 3

Tiempo integracién (por punto) 0,3s

Replicas 3

1.S. estdndar interno
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111.3.3.3. Reactivos y material de referencia

Para trabajar en el andlisis mediante ICP-MS se emplearon los reactivos y disoluciones

gue a continuacién se detallan:

e HNO365%

e H202 30% Suprapur,

e KI99,5% de pureza para las soluciones estdndar de |

e Disolucion de hidroxido de tetrametil amonio (CsH1sNO ) al 25% (Merck,
Darmstadt, Alemania).

e Soluciones patron de 1000ug mL! de Se, Cu, ZIn y Co (J.T.Baker, Mallinckrodt
Baker B.V., Deventer, The Netherlands)

e Soluciones patrén de Rh, Iny Ga de 1000ug mL' (Fedelco S.L. ,Madrid, Espana)

e Material de referencia certfificado, BCR-063, leche en polvo desnatada,
(Reference Materials and Measurements, Retieseweg, Bélgical).

e Agua ultrapura (Millipore Co., Bedford, USA, Milli-Q water purification system,
resistivity 18.2 MQ cm).

e Filtros Millex-GS, de celulosa de 0,22 um (Millipore Ireland, Ltd., Cork, Ireland)

e Recipientes de polipropileno desechables (BRAND, Alemania) de 20 y 30 mL de
capacidad, para recuperar las disoluciones procedentes del ataque MW. Estos
recipientes, se lavaron con HNOs 10% Suprapur durante toda la noche y se
aclararon con agua ultrapura antes de ser utilizados, para evitar

contaminaciones.
111.3.3.4. Procedimiento digestion MW

El andlisis de los metales totales incluye todos los metales combinados orgdnica o
inorgdnicamente, tanto disueltos como en particulas y se pueden determinar de forma
satisfactoria utilizando técnicas de digestion como la de MW. Las digestién de las
muestras se llevdé a cabo con el objeto de reducir la interferencia de la materia
orgdnica y convertir el metal asociado a las particulas en una forma (normalmente el
metal libre) cuya concentracién pueda determinarse por espectrometria, en nuestro
caso ICP-MS. El medio dcido ¢ bdsico para la digestion de las muestras es
proporcionado por las soluciones dcidas o bdsicas detalladas en el apartado anterior
(HNO3z y TMAH).

Digestion acida

Tras descongelar y homogeneizar la muestra, una alicuota de 0,5 g de leche (0,1 g en
el caso del material de referencia BCR) se pesd en las bombas de ataque del MW,
adicionando 1,5mL de HNO3 65%, 1,5mL de H202 al 30% y 5mL de agua ultrapura. Al

blanco de ataque se le adicionaron los mismos reactivos pero sin muestra (sustituida

147



por agua ultrapura). Las muestras se mineralizaron en el horno MW empleando el
programa detallado en la tabla 3.3.3.4.1. En todos los sets de ataques de muestras en

el MW se incorpora un blanco.

Una vez findlizada la mineralizacion, las disoluciones resultantes se trasvasaron
cuantitativamente a los recipientes de polipropileno y se diluyeron con HNOs3 1%
(dilucién de la muestra 1:40 para las muestras de leche, 1:200 para el material de
referencia) hasta un peso final de aproximadamente 20g, anotando siempre el peso
exacto. Los contenidos en Se, Cu, Co y Zn se determinaron mediante ICP-MS

empleando calibracion externa y estableciendo el limite inferior del calibrado en 0,06

ng g'.

Digestion basica

La digestidon bdsica se utilizd para el atague del |. Tras descongelar y homogeneizar la
muestra, una alicuota de 1,0g de leche (0.5g en el caso del material de referencia
BCR) se pesd en las bombas de ataque del MW, a continuacion se adicionaron 2mL
de TMAH 25% y 8mL de agua ultrapura. Los blancos de ataque, consistentes en los
mismos reactivos pero sin muestra (sustituida por agua ultrapura), se prepararon y se
atacaron en el MW del mismo modo. Las muestras se mineralizan en el horno MW
empleando el programa detallado en la tabla 3.3.3.4.1. Tras la mineralizacién, las
disoluciones resultantes se trasvasaron cuantitativamente a los recipientes de
polipropileno y se llevaron a un peso final de aproximadamente 20 g con agua
ultrapura (dilucién de la muestra 1:20 para las muestras de leche, 1:40 para el material
de referencia). El contenido en | se determind mediante ICP-MS empleando

calibraciéon externa, y estableciendo el limite inferior del calibrado en 1,5 ng g-'.

Tabla 3.3.3.4.1. Condiciones experimentales de mineralizacién MW para la
determinacién simultdnea de elementos traza en muestras de leche

PROGRAMAS MW

Digestion acida

Tiempo (min) Potencia(W) T (°C)

1 0:03:00 900 95
2 0:10:00 200 160
3 0:03:00 900 185
4 0:15:00 200 185
_Digestién Basica

Tiempo (min) Potencia(W) T (°C)
1 0:20:00 900 180
2 0:10:00 200 180
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111.3.3.5. Medidas ICP-MS$

Los patfrones se prepararon diariaomente. Los patrones de Se, Co, Cu, Zn a partir de una
disolucion patrén de 1000ug mL' de cada elemento empleando HNO3z 1% como
diluyente y los de | empleando una disolucion estdndar de | de 1000ug mL! en TMAH

1% preparada a partir de Kl del 99,5% de pureza.

Los isétopos seleccionados finalmente para la cuantificacion de cada elemento se
detallan en la tabla 3.3.3.4.1. Estos isétopos seleccionados corresponden a los mds

abundantes no interferidos, y por ello los que proporcionan mejores sensibilidades.

Con respecto a los esténdares internos seleccionados, fueron los siguientes: para la
cuantificacién de Cu, Coy Zn el 71Gay para el Se, ZIn y | el 103Rh. Tanto a los blancos de
matriz como a las muestras de leche (liquida y en polvo) digeridas, se les adiciond una
cantidad de estdndar interno que permitiera obtener una concentracion final en la

disoluciéon de 10 ng g-'.

Respecto a la cuantificacion de | total, existen una serie de complejidades asociadas
al alto limite de deteccién en ICP-MS en comparacién con otros elementos, el efecto
memoria (Reid et al., 2008) y la incompatibiidad de los estdndares internos
comunmente empleados con el medio alcalino (Ferndndez Sdnchez y Szpunar, 1999).
Fue necesario utilizar un estdndar interno adecuado para su cuantificacién, capdz de
corregir las interferencias fisicas y/o de matriz, y compatible con el medio bdsico del

ataque, siendo el estdndar selecciona do el 113In.

111.3.3.6. Andlisis estadistico

Los resultados de los contenidos en los elementos traza seleccionados, obtenidos para
las distintas suplementaciones de Se, fueron estudiados usando el procedimiento GLM
con LSmeans statement proporcionado por el paquete estadistico SAS (1999) de
acuerdo al modelo: Yj=u+Ai+Bj+Ej; donde Yj es la variable dependiente, u es la media,

Ai es el dia de muestreo, Bjes el efecto de la dosis de Se y Ejel error residual.

111.3.4. RESULTADOS Y DISCUSION
111.3.4.1. Composicion lactea

El contenido en grasa y proteina de la leche obtenida de las vacas en ensayo fue
analizado con la finalidad de detectar valores anémalos y evaluar su posible influencia

en el contenido en elementos traza. Durante el experimento, la produccién oscild
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desde 27,98 a 20,37 kg dia'; el contenido en grasa desde 4,03 a 3,48 % y la proteina de

3,37 a 3,03 %, siendo todos ellos valores aceptables (ver tabla 3.3.4.1.1).

Tabla 3.3.4.1.1. Produccién y composicidn de la leche en los tres tfratamientos de
ensayo

Produccién lacteay Grupo Control Grupos suplementados Se d

Andlisis s.d.

DO D1 D2 D3

Produccion(kgdia-) 24,2 28,0 21,3 20,4 3,42 NS.
Grasa (%) 3.68 3.48 3,58 3,67 0,093 N.S.
Proteina (%) 3.06 3.14 3.14 3.03 0,056 N.S.
Lactosa (%) 4,89 4,77 4,98 4,98 0,100 N.S.

DO: Grupo control sin suplementacion de Se; D1, D2 y D3:Grupos con suplementacidn creciente
en Se (D1, D2 y D3); s.d. desviacion estandar; N.S.: No-significativo

El andlisis estadistico mostré que no hubo diferencias significativas en los valores de
produccién de leche diaria, ni en la composicidn de la leche entre tratamientos, y se
encontraron todos los pardmetros dentro del rango esperado para este tfipo de

animales en el segundo tercio de la lactacién.

11.3.4.2. Validaciéon de la metodologia para el andlisis de metales traza en leche de
vaca.

Un material de referencia, consistente en leche desnatada en polvo (BCR 063R), fue
analizado para la validacién de la metodologia propuesta anteriormente. Dicho
material posee valores certificados para Zn, Cu y | y valores indicativos para Se y no

informa para Co.

Seis submuestras del material de referencia se mineralizaron en diferentes secuencias
del MW. Tres de ellas para la cuantificacién de Cu, Co, Zn y Se (medio dcido) vy las
otfras tres para la cuantificacién del | (medio bdsico). A continuacion se procedid a la
dilucién y posterior preparacién de las muestras para el andlisis mediante ICP-MS de
acuerdo a lo secuencia detallada anteriormente. Cada una de las submuestras se

cuantificd por duplicado y todas ellas se analizaron en diferentes dias.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.3.4.2.1, en la que se puede observar
la total concordancia entre los valores certificados y los obtenidos con la metodologia
propuesta. Las recuperaciones se encuentran en un rango entre el100% del Se y Zn y el

105% para el Cuy el l.
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Tabla 3.3.4.2.1. Valores de recuperacion obtenidos para Se, Cu, Co, | y Zn mediante
ICP-MS para el material de referencia BCR 063R (ug g')

Elemento Valor cerfificado  Valor experimental  Recuperacién (%)
Se* 0,129 + 0,028 0,13+ 0,01 100,7
In 49,0+1,2 49,1 +1,1 100,7
Cu 0,602 + 0,038 0,63+0,01 104,7
| 0,81 +0,10 0,85+ 0,06 104.9

Se*: valor indicativo

11.3.4.3. Efecto de la suplementacion con Se orgdnico, sobre la excrecion de Se y otros
minerales traza en leche.

En la Tabla 3.3.4.3.1 se muestra la concentracion de Se a lo largo del ensayo y del resto
de elementos traza estudiados. Los resultados que se recogen son los promedios
obtenidos al analizar las dos muestras de leche de las dos vacas incluidas en cada

grupo de ensayo (ver figura 3.3.4.3.1).

En el grupo confrol (DO) los niveles de Se permanecen constantes durante todo el
ensayo (16,7+£2,5 ng g'), como era de esperar los grupos D1, D2 y D3 muestran un
contenido promedio de Se al inicio del ensayo (t=0) de 13,6£1 ng g!, similar al grupo
DO0. Con la infroduccidén del suplemento de Se se observa una rdpida respuesta en la
excrecion de Se, por lo que su concentracién en leche aumentd rdpidamente,
alcanzando el séptimo dia de ensayo el 100% del nivel de estabilizacién de D1 y el 80%
de D2. Sin embargo, para el grupo con dosis de Se D3, los niveles de Se siguen en
aumento hasta el final del experimento, alcanzando 205 ng g tras 63 dias de

suplementacion.

La Tabla 3.3.4.3.1 también muestra la media y la desviacion esténdar de los resultados
obtenidos para Zn, Cu, Co y |. Como puede apreciarse, los valores iniciales previos a la
suplementacion, para los elementos traza estudiados abarcan un amplio intervalo
debido a la variabilidad animal (Zn 4340 £ 795 ng g'; Cu=71 £ 3Ing g!; Co=3.3+ 0.7

ng g'y =310+ 248 ng g'), hecho constatado igualmente para el Se.
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Tabla 3.3.4.3.1. Concentracién de Se, Cu, Co, | y Zn en muestras de leche
pertenecientes a los distintos grupos de suplementacion (ng g! leche)

Dosis Se Dia Muestreo Contenido de elementos traza en leche (ng g-')
Se In Cu Co I

DO t=0 13,6 5021 112,7 4,2 550,5
DO t=7 18,0 4198 82,8 4,3 510,1
DO =28 16,0 4274 112,9 4,3 381,1
DO t=63 19,2 5682 135,8 4,8 644,2

U Es.d. 167125 4794+£699 111+£22 4,403 522+109
D1 t=0 9.5 3586 40,1 3.4 63.9
D1 t=7 28,1 4656 62,5 3.7 5,6*
D1 t=28 26,1 4122 47,9 3.2 132,9
D1 t=63 28,7 3715 47,0 3.4 88,1

JEs.d. 239 4020+482 44+£9 3402 9535
D2 t=0 18,4 5031 55,5 3.2 494,5
D2 t=7 81.8 3957 51,9 2,8 331,5
D2 t=28 102,1 5154 57,1 3.4 394,0
D2 t=63 104,5 6258 67,2 3.9 730,3

U Es.d. 77 £40 5100 % 941 58+7 33+05 488=%175
D3 t=0 12,9 3720 76,5 2,5 129.5
D3 t=7 79.7 2762 46,0 1,6 145,3
D3 t=28 107.0 4966 60,5 2,2 240,3
D3 t=63 205.3 4262 56,0 2,3 1479

U Es.d. 101+£80 3928+929 60+13 2,1+04 166+£50

u: media; s.d.: desviacion estandar

Con la finalidad de llevar a cabo una mejor interpretacién de los resultados y evitar

esta gran incidencia de la variabilidad animal, considerando el bajo niUmero de

animales incluidos en cada grupo, se considerd el nivel de control dentro de cada

grupo para cada elemento (t=0) como valor relativo en base 100 y el resto de los

valores se expresaron respecto a esa base. Los resultfados obtenidos fras esta

conversion se muestran en la tabla 3.3.4.3.2.
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Tabla 3.3.4.3.2. Concentracion en Se, Cu, Co, | y Zn en muestras de leche
pertenecientes a los distintos grupos de suplementacion, referidos al valor del control
como base 100

Dosis Se In Cu Co |

DO 130@ 94 98ab 106 93
D1 291ab 116 131p 99 118
D2 656 101 105¢ap 105 98
D3 1011p 107 71a 82 137
s.e. 1143,6 12,1 11,4 16,2 +32,0
P - Dosis * N.S. * N.S. N.S.
P-Dia de

muestreo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas: *: P<0.05; N.S.: no-significativo
(P>0,05); s.e.: error estandar de la media

Estos valores corresponden a la media del contenido de cada elemento traza para los
dias 7, 28 y 63 del experimento, para cada dosis y cada elemento traza en base 100
con respecto a su control. Se estudid estadisticamente como afectd la “dosis” y el “dia
de muestreo” a cada uno de los metales traza. El efecto "dia de muestreo” no fue
significativo para el contenido en ninguno de los elementos fraza analizados. Por su
parte, el efecto “dosis” resultd significativo para las concentraciones de Se y Cu
(P<0,05). Centrdndose en el Se, las concentraciones abarcan desde 291 en el grupo
correspondiente a la dosis D1, hasta 1011 en el grupo correspondiente a la dosis D3
(P<0,05). Respecto al contenido en Cu, las concentraciones abarcan desde 71 en el

grupo con dosis de Se D3, hasta 131 en el grupo con dosis de Se D1.

En la figura 3.3.4.3.1 se muestra la evolucion de las concentraciones en cada uno de
los elementos traza considerados, corregidos en base 100 con respecto al confrol de
cada grupo, presentando una forma general acorde con las diferencias estadisticas

observadas.
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Figura 3.3.4.3.1. Contenido de elementos traza en muestras de leche expresado en
base 100 para diferentes dosis de suplementacién de Se en diferentes dias de
muestreo
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111.3.4.4. Discusidn

Selenio. Es necesario resenar que los suplementos minerales de la dieta pueden no ser
absorbidos adecuadamente debido a interacciones con otros nutrientes a nivel del
rumen (Machado et al.,, 2013). En los rumiantes, la digestion microbiana en el rumen y
el reficulo precede a la digestién en el abomaso y el intestino delgado (Spears, 2003) vy

puede alterar la biodisponibilidad de algunos minerales traza.

Los requerimientos nutricionales en vacas lecheras para este elemento son de 0,3 mg
kg MS segun el NRC (2001), dosis semejante a la suplementacion del grupo D1. Existen
abundantes referencias bibliogrdficas de la buena relacién entre el contenido en la
dieta de Se y su concentracién en leche (Ceballos et al., 2009). El consumo de
productos animales con un déficit en Se puede influir en el nivel de Se ingerido por los
humanos e incrementar el riesgo de déficit en la nutricibn humana de este elemento
(OMS, 2004). Este riesgo estd reconocido por algunos paises donde la aplicacién del Se
como fertilizante en la produccidn de cereales destinados al consumo humano estd

requerida por la leyes (Hartikainem y Ekholm, 2001).

Md&s aun, recientes estudios enfatizan la obtencidn de productos para consumo
humano de alto contenido en Se (Heard et al., 2007). En el presente estudio, los valores
para el grupo DO, estdn en concordancia con los contenidos descritos en otros
estudios como Rey-Crespo ef al, (2013) y representan el 5% de la CDR para Se,
establecida en 70ug dia! (FDA, 2011).

Sin embargo los grupos con dosis D2 y D3 han alcanzado 15% de la CDR. Aungue la
dosis D3 es superior a la dosis permitida como suplemento animal, estas restricciones
podrian cambiar en un futuro en beneficio de la demanda de productos beneficiosos
para la salud humana (Stockdale ef al., 2011). De tal manera que, considerando una
ingesta de 250mL de leche diaria, la dosis D2 podria aumentar la ingesta de Se

alrededor de 8 veces.

El 15% de la CDR en Se es 8,3 ugSe.100ml' de leche (Real decreto 1669/2009, de 6 de
Noviembre que modifica al Real Decreto 930/1992 de 17 de julio), alcanzdndose en
ambos tratamientos (D2 y D3) la mitad de dicha concentracidon ya en la primera
semana del ensayo. En lo que respecta al nivel de excrecidon de Se en leche, se

mantiene por encima incluso a partir de la tercera semana de fratamiento.

In, Cu, Co y Il. Las concentraciones de Zn, Cu y Co en sangre, tejidos y leche son
enormemente dependientes de la ingesta, ya que se relacionan con la regulacion de
la absorcidn en el infestino y las demandas de los cambios metabdlicos (Windisch,

2002). Sin embargo, en toda estrategia de suplementacién debe ser considerado el
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riesgo potencial que existe en que las interacciones entre nutrientes afecten la
absorcién y la biodisponibilidad. Altas dosis de Se podrian dificultar la absorcidon de
otros nutrientes esenciales. En este sentido Hoac et al., (2008), realizaron estudios que
mostraron como la distribucion de Zn y Cu en el suero lacteo no se ve esencialmente
afectada por la suplementacién de Se. En este experimento, los resultados, muestran
que el contenido total de Zn en muestras de leche no parece verse afectado por
dietas suplementadas en Se. No obstante, se observa que los niveles de Cu en leche
pudieran estar influenciados por dosis altas de Se (D3), ya que descienden casi un 30%.
Pudiera ser que un complejo mecanismo de secrecién que envuelve al Cu puede
verse influido cuando los animales son sometidos a dosis altas de suplementacion de
Se. Estd documentado que los requerimientos de Cu en los rumiantes varian
ampliamente dependiendo de las concentraciones de otros componentes de la dieta
(Spears, 2003) y la presencia de Se en proporciones elevadas podria ser un ejemplo.
Comparatfivamente con los humanos, las concentraciones de Se en suero de leche
estd directamente correlacionadas con el contenido en Zn y no afecta a los niveles de
Cu (Michalke, 2006), aunque el suplemento de Se pudiera estar aparentemente
correlacionado con un aparente aumento de pérdidas fecales de Cu (Kies y Harms,
1989).

Haciendo un balance de resultados, es necesario tener en cuenta que la leche es una
fuente importante de Se, mientras que la leche y los productos ldcteos son unas
fuentes pobres de Cu y su contribucién a la ingesta de Cu es muy baja (5% de la CDR)
(Gaucheron, 2011). Si se tienen en cuenta las interrelaciones entre minerales descritas
en vacuno lechero (figura 3.3.4.4.1), puede verse que no estd descrita interaccion
entre Se y Cu. No se han descrito casos de antagonismo entre estos dos elementos, en
el que la presencia de uno de ellos disminuya la disponibilidad del ofro, ni parece
haber relacién entre los enzimas implicados en una deficiencia/disminucién del Cu vy el
Se.

Tras la actualizacién del RD/669/2009 por el Reglamento de la UE 1169/2011 para que
un alimento pueda ser etiquetado con el aporte de un ingrediente especifico, debe
estar aportar al menos el 7,5% de la CDR por 100 g o por 100 mL. El 7,5% de la CDR
para el Se es de 4,125 ug 100 mL-', valor que se alcanza tras dos dias de fratamiento en

estos grupos.
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Figura 3.3.4.4.1. Interrelaciones entre elementos minerales
(Fuente: IX Seminario de Pastos y Forrajes. 2005)

Ampliando la visidn de conjunto del estudio, puede decirse que el metabolismo, las
canfidades necesarias y los niveles de seguridad de los elementos se ven afectados
por los demds elementos de la dieta y las interrelaciones deben tenerse en cuenta en

muchas circunstancias de la alimentacion practica.

Concluyendo este estudio, el andlisis de muestras de leche mediante ataque MW
(digestion dcida y bdsica) y medida mediante ICP-MS ha resultado ser una
metodologia fiable, validada mediante el andilisis de un material de referencia, para el
andlisis de Se y ofros elementos traza. Puede decirse que el suplemento de Se orgdnico
en la dieta del vacuno lechero incrementa el contenido de Se total en la leche. En
funcién del nivel de suplementacién, se conseguird un incremento determinado del Se
en leche, llegando a alcanzar 15% de la CDR. Esta suplementacién no parece afectar
a ofros elementos como Co, Zn y |, aunque el Cu pudiera estar influenciado

negativamente.
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lll. 4. DESARROLLO Y EVALUACION DE MODELOS
QUIMIOMETRICOS NIRS PARA LA CARACTERIZACION DE LA
LECHE DE VACA A PIE DE CAMPO.

111.4.1. INTRODUCCION

A pesar de la rapidez del andlisis NIRS, su forma tradicional de aplicacién en el
laboratorio (at-line) produce una demora entre el proceso de produccion de la leche
y el resultado del andlisis, lo que en muchas ocasiones no permite un uso adecuado
de la informaciéon asi producida en la toma de decisiones en los diferentes niveles de
la cadena de produccidén agro-ganadera (Brennan et al., 2003, Garrido y Pérez-Marin,
2007).

Sin embargo, la instrumentaciéon NIRS estd evolucionando muy rdpidamente. Una
tendencia generdlizada es el diseno de instrumentos portdtiles ligeros, de alta
velocidad de respuesta (milisegundos) y de bajo coste, que pueden ser instalados en
diferentes puntos de la cadena alimentaria, para el andlisis denominado on-site. No
obstante, la mayoria de esos instrumentos se disenan para aplicaciones médicas y
farmacéuticas, y ho han sido evaluados cientificamente en su potencial de aplicacién
a productos agroalimentarios y sobre todo en condiciones reales del campo y de la
industria, existiendo por tanto grandes lagunas para su uso real on-site, de forma tal
que permitan la toma de decisiones con la informacién necesaria para la gestion de

sistemas agro-ganaderos complejos en tiempo real.

La combinacién de sistemas microelectromecdnicos (MEMS) vy la espectroscopia
digital (DTS) es una de las aportaciones mds novedosas que se ha realizado en el
dmbito de la integracidon de otros sensores con la tecnologia NIRS. A pesar de la
existencia en el mercado de algunos equipos MEMS-NIRS, la informacion cientifica
disponible sobre estas aplicaciones en el sector agroalimentario es escasa. El primero
de estos trabajos fue publicado por el grupo de la Universidad de Cérdoba (UCO), vy
mostraba la capacidad del equipo manual Phazir™ para determinar de forma no
destructiva ciertos pardmetros cuantitativos de nectarinas durante su maduracion en
drbol y almacenamiento post-cosecha (Pérez-Marin et al., 2009); mds tarde también se
han publicado trabajos relativos al uso de este instrumento para la evaluacién de la
vida Util en carne de cerdo (Soldado et al., 2009 y Prado et al., 2011, el andilisis de
canales de cerdo Ibérico (Zamora et al., 2012) o el control de calidad de la carne de

cerdo Asturcelta (De la Roza-Delgado et al., 2014a). Sin embargo, no existen
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publicaciones sobre la aplicacién de estos instrumentos en el sector productos liquidos

heterogéneos.

Una de las grandes limitaciones de la tecnologia NIRS es que el desarrollo de
aplicaciones necesita etapas previas de optimizacion para cada producto o proceso.
La seleccion adecuada del instrumento es uno de estos aspectos criticos, junto con la
seleccién de muestras representativas de cada producto, y el desarrollo de algoritmos
lineales y no lineales para el tratamiento de la informaciéon espectral de grandes bases

de datos.

3.4.1.1. Andlisis NIRS de la produccion lactea

Una de las complejidades que plantea el andilisis de leche estd relacionada con la
heterogeneidad de la muestra (Schmilovich et al., 2000, Tsenkova ef al., 2000) y su
elevado contenido en agua. Aunque existen publicaciones que ponen de manifiesto
la utiidad de la tecnologia NIRS para predecir pardmetros de calidad vy
microbioldgicos en muestra intacta (Tsenkova et al., 1999; Drackova et al., 2008), estas
evaluaciones se han realizado con equipos NIRS de laboratorio con amplio rango
espectral y diversas posibilidades de presentacidn de muestra. En lo referente a la
caracterizacién de las producciones ldcteas como alimento funcional, como puede
ser la determinacién de los AGI, investigaciones preliminares han puesto de manifiesto
la viabilidad de cuantificacién de AG en leche con coeficientes de correlaciéon de 0,9
para alguno de los dcidos grasos de interés (CLA) (De la Roza-Delgado et al., 2010),
analizando la leche en estado liquido. Md&s aun, los resultados obtenidos por Coppa et
al. (2010) muestran modelos quimiométricos capaces para predecir, en algunos casos
50 dcidos grasos, pero con mejores resultados en leche tras un proceso de desecacién
que en su estado natural. Sin embargo, ambas investigaciones se han realizado
utilizando para ello un equipo de laboratorio de amplias prestaciones, FossNIRSystem
6500, que trabaja en el rango de medida 400-2500 nm, es decir procedimiento at-line.
En lo relacionado con la determinacion on-site, Kawasaki et al. (2008) desarrollaron un
sensor NIRS que ubicaron en un robot de ordeno para controlar de manera directa la
calidad de la produccion ldctea, sin embargo, en este punto es necesario precisar
gue menos del 1% de las explotaciones lecheras disponen de un sistema de ordeno
automatizado y que ademds del elevado coste de estos sistemas de ordefios, la

implantacién del sensor NIRS supondria un sobrecoste de 50.000 €.

Por ofro lado, no cabe duda de que la gestion ganaderia de precision (Precision
Livestock Farming /Smart Livestock Farming) (PLF), sustentada en el uso de sensores, de
tecnologias de la informacién y la comunicacion y de sistemas de apoyo a la decisién,

permitird la optimizacién de las prdacticas de produccién (alimentacién, reproduccion,
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etc.), la mejora de la salud y el bienestar animal, la minimizacién del impacto
ambiental, la eficiencia del trabajo, etc. vy, que en definitiva, contribuird a incrementar
la rentabilidad y sostenibilidad de las explotaciones ganaderas. Revisiones recientes
sobre el futuro de la ganaderia de precision (Wathes et al., 2008; Banhazi et al., 2012;),
confienen importantes conclusiones y reflexiones entre las que se puede destacar que
la PLF es la razén principal por las que en el futuro se generalizard el uso de los
denominados “Smart sensors” en las explotaciones ganaderas. La tecnologia NIRS,
como ya se ha comentado en el capitulo de Introduccién de este trabajo de Tesis
Doctoral, se encuadraria dentro de la definicion de “Smart sensors”, puesto que entre
los avances mds destacables en instrumentacién NIRS se encuentran Ia disminucion
del tamano y peso de los equipos, disponibilidad de instrumentos portdtiles, rapidez en
la adquisicién de espectros, rapidez en fratamiento y transmision de la seial, etc.
Ademds, hay que senalar los principales atributos que caracterizan a esta tecnologia,
también anteriormente comentados, como son su alta velocidad de respuesta, su
faciidad de uso en rutina, su cardcter no destructivo y ser una tecnologia

multiproducto y multiatriouto, entre otros.

Por tanto, la optimizacion de la gestion de la produccién en ganaderias de vacuno de
leche pasa por la integracién de sensores NIRS, algoritmos matemdticos, TICs y sistemas
de apoyo a la decisidon, que permitan en tiempo real una gestidon individualizada de

las raciones en vacas de leche y de la calidad de la leche producida.

l11.4.2. OBJETIVO

Integracién de sensores MEMS-NIRS portdtiles de nueva generacién, en sistemas de
ayuda a la decision en explotaciones ganaderas de vacuno de leche, para el control

in-situ de calidad de la produccion ldctea individualmente en el rebano.

111.4.3. METODOLOGIA ESTUDIADA
3.4.3.1. Muestras de leche

Para la puesta a punto y optimizacién de la recogida de espectros de calidad de
leche de vaca, se han empleado muestras de leche cruda, procedentes de las vacas
del Programa de Investigacidon en Produccion de Leche del SERIDA ubicado en
Villaviciosa (Asturias), durante el periodo de enero a abril de 2014. Esporddicamente se
recolectaron muestras de vacas seleccionadas aleatoriamente de ganaderias de

Asturias, procedentes de explotaciones lecheras de Gozdédn y Carrefo, y se utilizd
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adicionalmente una muestra de leche comercial semidesnatada. Las muestras se
agruparon en funcién de las fechas de ordefo o recogida y fueron analizadas en
fresco tras una homogenizacidn manual de 20-30 segundos y mantenidas

atemperadas a 40°C en un bano de agua con agitacion.

La base de datos actual cuenta con mds de 400 muestras de leche, procedentes de
ensayos de alimentacion diversos, con y sin pastoreo, con y sin suplementacién,
alimentacion unifeed vs alimentacion disgregada, etc., (lo que confiere una gran
variabilidad al conjunto) procedentes del rebano experimental del SERIDA vy
recogiéndose las muestras los miércoles, en periodos quincenales y correspondientes a
muestras del ordeno de manana vy tarde, por ser el dia en que se recogen las muestras
para su andlisis de calidad fisico-quimica y bacterioldgica en el Laboratorio

Interprofesional Lechero de Asturias (LILA).

3.4.3.2. Andlisis e instrumentacion NIRS
Instrumentos NIR para el andlisis de leche liquida

En el presente trabajo se evalud el potencial de un equipo portdtil microPHAZIR para la
obtencion de espectros de calidad con respecto a un equipo NIRS de laboratorio at-
line FOSS NIRSystemss 6500. En la Tabla 3.4.3.2.1 se muestran comparadas las

caracteristicas de ambos equipamientos.

Tabla 3.4.3.2.1. Principales caracteristicas de los instrumentos utilizados

Caracteristicas Instrumento

principales FOSS NIRSystems 6500 microPHAZIR
Filtro Monocromador/Predispersivo Equipo MEMS/Predispersivo
Rango 400-2500 nm 1600-2400 nm

Resolucidén 2nm 8 nm (no constante)

Tiempo de integracion 1.875 ms 600 ms
Tiempo de medida 60 s (32 escaneos/muestra) 35 (5 escaneos/muestra)
Ventajas Altas prestaciones Portdtil

Condiciones de frabajo

controladas (laboratorio) Compacto y robusto

MicroPHAZIR™ (Polychromix Inc., Wilmington, MA, USA).

Se trata de un espectrofotdmetro portdtil de 1,25 Kg para andlisis NIR on-line, con filtro

Optico de tipo MEMS (Sistemas micro-electro-mecdnicos) disenado para realizar
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andlisis répidos no destructivos, con Idmpara de tungsteno como fuente de radiaciéon y
un Unico detector de In Ga As de amplio espectro, lo que permite que sea un
instrumento de bajo coste con un eficiente consumo energético. Posee una pantalla

LCD vy baterias recargables con hasta 4 h de operacién.

El equipo dispone de un adaptador para el andlisis de muestras liquidas al que se
acopla una cubeta de cuarzo, de paso éptico de 1 y 2mm(ver Figuras 3.4.3.2.1 y

3.4.3.2.2), lo que permite realizar medidas en reflectancia difusa.

Figura 3.4.3.2.1. Cubeta de cuarzo para liquidos con paso dptico de Tmm para acople
a MiCroPHAZIR™

Figura 3.4.3.2.2. Equipo portdtil microPHAZIR. (a) Esquema de modo de incidencia de la
luz sobre la muestra y (b) Adaptador para liquidos acoplado a microPHAZIR

El rango espectral de trabajo es de 1600 a 2400 nm, con una resolucién espectral no
contante de 8,7 nm. Trabaja en reflectancia difusa, log(1/R), donde R se refiere a
reflectancia. En funcion del modo de medida, cada espectro serd el resultado de
promediar diferentes barridos por muestra. Los datos espectrales son almacenados en
la memoria interna del equipo y mediante conexidon micro-USB se pueden transferir a
un PC, para su posterior andlisis y tratamiento. Los datos espectrales se exportan en
formato *.csv, y por tanto pueden visualizarse y modificarse con el software Excel

(Microsoft Office).

162



FOSS NIRSystemss 6500 SY Il (Silver Spring, MD, USA)

Se trata de un espectrofotdbmetro de laboratorio (at-line) con sistema monocromador
de espectro continuo. Este equipo cuenta con un mddulo transport al cual se ha
acoplado una cubeta para liquidos opacos de cuarzo con fondo de aluminio
reflectante FOSS (Ref. US-ISIH-0398), de paso éptico 17 mm para realizar medidas en

fransflectancia. Ver figura 3.4.3.2.3 y 3.4.3.2.4.

El instrumento recoge la informacién espectral en el rango 400-2500 nm, con una
resoluciéon espectral de 2 nm. Se ha programado para realizar 16 barridos sobre el
fondo interno, 32 barridos por muestra y finalmente realizar otros 16 barridos sobre el
fondo interno. El espectro final serd el promedio de todos los barridos corregido por el

fondo interno.

Se utilizd el software de andlisis de rutina ISIscan Il ver. 1.5 Infrasoft International, Port

Matilda, PA, USA, 2000) para la recogida de datos espectroscdpicos.

i

Figura 3.4.3.2.4. Equipos on-line FOSS NIRSystems 6500 y cdpsula para liquidos opacos
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3.4.3.3. Desarrollo de modelos cuantitativos

Para el desarrollo de las ecuaciones de calibracidon NIRS, se siguié la metodologia

habitual que se detalla a continuacién (Shenk et al., 2001):

a) pretratamiento de la senal espectral. Se ensayaron diferentes tratamientos de
primera y segunda derivada, asi como de métodos de correccidén del efecto de
dispersion de la luz o “scatter” y técnicas de compresidn de la informacién espectral

(componentes principales y PLS).

b) optimizacién de la regidon espectral a utilizar (rango completo frente a rangos

reducidos).
c) desarrollo de los modelos de regresidn multivariantes.

Con la metodologia descrita, se obtuvieron ecuaciones de calibracidon NIRS que nos
permitieron cuantificar los componentes mayoritarios de la leche: Grasa, proteinag,
lactosa y contaje de células somdticas en tiempo real. Dichos modelos fueron
evaluados con los estadisticos: coeficiente de determinacién (RSQ, 1-VR), errores de
calibraciéon y validaciéon (SEC y SECV) y coeficiente de variacién, RER (relacién entre el
rango de la poblacién y el error de validacion) y RPD (relacién entre la desviacion
estdndar de la poblacién y el error de validacion). Estos estadisticos se correlacionardn
para seleccionar el modelo mds exacto y preciso, asi como para evaluar la viabilidad

del mismo.

I1.4.4. PUESTA A PUNTO Y OPTIMIZACION DE LA RECOGIDA DE ESPECTROS DE CALIDAD
DE LECHE DE VACA.

Fueron examinados diferentes pretratamientos de las muestras antes del andlisis NIR,
todos ellos enfocados a obtener una senal espectral de calidad. También, se evalud la
calidad de los espectros NIR utilizando dos cubetas diferentes (de 1y 17mm) y distintas

condiciones instrumentales (figura 3.4.3.2.1 y 3.4.3.2.3).

Las cubetas evaluadas fueron: cubeta de cuarzo de T mm de paso épftico, y la
cubeta, también de cuarzo y paso 6ptico de 17mm de Foss. En ambos casos se
realizaron las medidas en transflectancia y en el caso de la cubeta de 1Tmm fue
necesario utilizar el adaptador del equipo MicroPHAZIR™. Se evalud el efecto de la

metodologia instrumental modificando los siguientes pardmetros:
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a) presentaciéon de la muestra empleando las dos cubetas.
b) niUmero de espectros a promediar para el andlisis (entre 5y 80 scans por espectro)
c) referencia interna o externa para el andlisis de fondo.

En la tabla 3.4.4.1 se muestran los ensayos realizados para optimizar las condiciones
instrumentales para el andlisis de leche liquida, empleando el equipo portdtil y en la

tabla 3.4.4.2 los modos de andlisis desarrollados.

Tabla 3.4.4.1. Metodologias de andlisis instrumental evaluadas con el sensor portdtil
NIRS MicroPHAZIR para optimizar la recogida de datos espectrales en leche liquida

NUmero de Referencia Cubeta/paso
scans/espectro Interna /externa optico Adaptador
Interna ! mm S
S Externa
Inferna 17 mm No
Interna ! mm S
10 Externa
Interna 17 mm No
Interna ! mm S
80 Externa
Interna 17 mm No

Tabla 3.4.4.2. Modos de andlisis desarrollados para el instrumento microPHAZIR, para
realizar medidas sobre muestras de leche cruda de vaca y sus caracteristicas

Métodos N° Energia minima Referencia
microPHAZIR escaneos/muestra de muestra interna
Métodol 10 2 Inactivo
Método 2 80 2 Inactivo
Método 3 80 2 Activo
Método 4 80 2 Activo
Método 5 80 0 Inactivo
Método 6 80 1 Inactivo
Método 7 5 0 Activo
Método 8 80 0 Activo

Una vez seleccionadas las aplicaciones mds adecuadas se estudid la repetibilidad y
reproducibilidad espectral de los modos de andlisis de microPHAZIR que presentaron
las mejores caracteristicas de andlisis mediante el estadistico Root Mean Square and
Correction (RMSC), que es la raiz cuadrdtica media de la diferencia entre dos

espectros de una misma muestra corregido por el bias.
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RMSC = 10° x

Dénde:

Y., =Valor de log(1/R) de la submuestra m para la longitud de ondai (Ai).
Y, =Valor de log(1/R) de la submuestra k para la longitud de onda i (Ai).

n =nUmero de longitudes de onda empleadas.

3.4.4.1. Resultados y discusion

La leche es una matriz muy compleja para el andlisis NIRS, que contiene proteinas en
dispersion coloidal, grasa en emulsion y minerales en solucion (Marinori et al., 2013). Es
un liquido opaco con alto contenido de agua, que origina elevada dispersién de la
luz, causada por los gldbulos de grasa de la leche y micelas de caseina en suspension
(Holroyd et al., 2013).

A la complejidad del andlisis de muestras de leche hay que unir algunas de las
limitaciones del instrumento MEMS-NIRS que incluyen, ademds del consabido estrecho
rango espectral (1600-2400 nm), la energia requerida minima para el andlisis de las
muestras. Un pardmetro interno del equipo que limitaba la respuesta a senales
inferiores a la determinada para el modo de andlisis que tenia configurado y que es
interpretada como energia de muestra demasiado baja, hecho que genera el error
“PLTL" (Power Level Too Low), fue necesario ajustarlo a “0” para obtener una respuesta

satisfactoria del instrumento.

Los resultados obtenidos en el equipo portdtil analizando la leche cruda empleando el
adaptador para el andlisis de muestras liquidas y la cubeta de 1T mm, fueron poco
prometedores, puesto que en el 90% de las muestras se generaba el error PLTL. Las
razones de estas limitaciones pueden estar relacionadas con el efecto de la dispersion
de la luz causado por las particulas sélidas de la muestra, por ello, a sabiendas de que
el H2O absorbe fuertemente la radicacién NIR debido a los enlaces O-H (bandas de
absorcion alrededor de 1940nm), se ensayd el efecto de la dilucidon de las muestras
con H2O y la eliminacidon de particulas sélidas mediante filtros. Si bien, este
pretratamiento de filtrado con filtros de jeringa limita el uso de modelos de calibracion

NIRS, debido a la desaparicion, entre otfros, de los glébulos de grasa.

La Figura 3.4.4.1.1 muestra los resultados obtenidos para una muestra a diferentes

diluciones, donde se observa que en el rango 1900-2000 nm existe una saturacion de la
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senal espectral (log(1/R)> 3), debido a la interferencia de los enlaces hidroxilo en las
muestras. Adicionalmente, la sistemdtica resultd poco repetible y reproducible vy

aleatoriamente se generaba el error PLTL.
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Figura 3.4.4.1.1. Espectros promedio de leche liquida y diluida recogidos en el equipo
MicroPhazir

Por otfro lado, la combinacién dilucion vy filtracion, mostrd resultados similares a los de
los experimentos anteriores, donde a las muestras tan solo se les aplicaba un
pretratamiento de dilucién. Se puede apreciar en la Figura 3.4.4.1.2 como se mantiene

la saturacién en las bandas de agua, generdndose también en ocasiones el error PLTL.
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D\: [ \ /
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06 F———
1600 1800 2000 2200 2400

Wavelength (nm)

Figura 3.4.4.1.2. Espectros promedio de leche liquida, diluida vy filtrada recogidos en el
equipo MicroPhazir

En este senfido, Tsenkova et al., (2000) informaron que el contenido de grasa de la

leche podria cambiar la linea base de los espectros. Sin embargo, como puede

observarse, a pesar de la filtracién, no fue posible obtener buenos resultados y se

mantiene la saturacién en la banda de agua. Teniendo en cuenta la gran variabilidad

de la informacion espectral y la escasa reproducibilidad de los resultados obtenidos
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con el equipo portdtil, se redlizaron las diversas comprobaciones con las
modificaciones de la programacioén instrumental descritas, para obtener con el equipo

MicroPhazir espectros similares a los obtenidos en el de referencia.

En base a estos resultados, queda claro que la irreproducibilidad  espectral no estd
relacionada con las particulas sélidas de la muestra sino con la propia configuracion
del instrumento. Razén por la cual se evalud la posibilidad de recoger espectros

utilizando la cubeta de cuarzo de 17mm de paso éptico y fondo de aluminio.

La Figura 3.4.4.1.3 representa un espectro promedio de leche enteraq, sin diluir ni filtrar,
recogido en el equipo de referencia FOSS NIRSystem. Aungue los espectros también
presentan las fuertes bandas de absorcion relacionadas con el agua (1450 nm y 1940
nm) en el primer y segundo sobretono de los enlaces hidroxilo (Williams y Norris, 2001),
se pueden reconocer claramente bandas de absorcidon relacionadas con ofros
componentes tales como grasa (2310 nm) y proteina (2180 nm), aungque mds débiles
en comparacién con los grupos O-H. Después de aplicar pretratamientos matemdticos

a los datos espectrales mejora su interpretacion.
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Figura 3.4.4.1.3. Espectros promedio de leche liquida sin pretratamiento recogidos en el
equipo de referencia FOSS NIRSystem

Estas longitudes de onda especificas estdn incluidas en el rango del instrumento
portdtil (1600-2400 nm), sin embargo probablemente la fuerte absorcion del agua vy la
pequena ventana de andlisis, hacen dificil obtener espectros como los adquiridos con

el insfrumento de referencia (400-2500 nm).
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De todas las alternativas instrumentales para el andilisis de la leche liquida en el equipo
portdtil sin ningun tipo de pretratamiento, los mejores resultados se obtuvieron con la
programacion en la que el espectro de cada muestra es el promedio de 80 escaneos
por muestra vy la referencia interna o spectralon estd activo. La principal caracteristica
de los espectros obtenidos con este modo de andlisis es la reduccidn del nivel de ruido
debido al aumento del nimero de escaneos (80 barridos/muestra. En lo que respecta
al uso de los dos tipos de cubetas en este modo (1 mm con adaptador y 17 mm sin
adaptador). 1 mm de paso éptico con adaptador, generd espectros mds ruidosos que
con la cubeta de 17 mm. En la Figura 3.4.4.1.4, se muestran los espectros promedio de
6 muestras individuales de leche entera analizadas en un equipo NIR de referencia con
la cubeta de 17 mm y en el MicroPhazir con adaptador y cubeta de Tmm vy sin

adaptador y cubeta de 17 mm.
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Figura 3.4.4.1.4. Espectros promedio de leche liquida recogidos con diferentes cubetas
e instfrumentos: A) MicroPHAZIR cubeta Tmm y adaptador; B) MicroPHAZIR cubeta 17
mm sin adaptador; C) Referencia FOSS NIRSystem cubeta 17 mm

Finalmente, se llevaron a cabo los estudios de repetibilidad y reproducibilidad
espectral sobre un colectivo de é muestras de leche de vaca individuales, que fueron
analizadas por triplicado para evaluar la repetibilidad, en fres dias consecutivos para
el andlisis de reproducibilidad intermedia en el equipo MicroPHAZIR empleando las
condiciones instrumentales optfimizadas y los dos tipos de cubetas mencionadas y su
comparacion con el equipo de referencia. Se utilizd el estadistico RMSC, como
medida de similiftud entre espectros. Los resultfados obtenidos (ver Tabla 3.4.4.1.1)
muestran claramente como el uso de adaptador para el andlisis de leche en el equipo
portdtil, genera mayores errores en los pardmetros de precisién espectral que cuando

el andlisis se efectUa sin adaptador y la cubeta de transreflectancia de 17 mm, siendo
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los valores de RMS corregidos por el bias de 11190 vs 5309 y 45207 vs 4799, para
repetibilidad y reproducibilidad con y sin adaptador, respectivamente, resultando
estos Ultimos similares a los valores de RMSC obtenidos con el equipo de referencia.
Aungue estos resultados ya se incluyeron como hipdtesis al principio del estudio debido

a las mejores caracteristicas instrumentales del espectrofotémetro de referencia

Tabla 3.4.4.1.1. Raiz cuadrdtica media de la diferencia entre espectros corregido por el
bias (RMSC) para evaluar la precisidon del andlisis NIRS en muestras de leche liquida,
empleando dos instrumentos y dos tipos de cubetas

. Repetibilidad Reproducibilidad
Infrumento Tipo Cubeta (RMSC) (RMSC)
T-mm +
microPHAZIR adaptador e o2
17 mm 5309 4799
Foss NIR System 17 mm 9568 3823

6500

11.4.5. CONSTRUCCION DE UNA BASE DE DATOS ESPECTRAL NIRS CON MUESTRA DE LECHE
EN SU ESTADO NATURAL.

Tras la optimizacion de las condiciones instrumentales, se comenzd a construir la base
de datos espectrales, con muestras de leche sin  prefratamiento alguno,

correspondientes a las vacas en lactacion del rebano experimental del SERIDA.

Figura 3.4.5.1. Recogida de muestras y andlisis NIRS de leche en el equipo MicroPhazir

La Figura 3.4.5.1, esquematiza la recogida de muestras de leche individual en el

sistema voluntario de ordeno (1), tubos de 50 mL para almacenamiento de las

170



muestras (2); trasbase de la leche tras agitacion manual a cubeta de 17 mm (3) vy

andilisis NIRS en el equipo MicroPhazir (4).

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado en las condiciones instrumentales
anteriormente optimizadas. El espectro final de cada muestra de leche liquida es el

promedio de todos ellos.

La base de datos contiene ademds de los datos espectroscodpicos, datos de
referencia de los pardmetros fisico-quimico: grasa, proteina, lactosa y sélidos no grasos
magro (MSNF) o extracto seco magro (ESM) y microbiolégicos (recuento de células

somaticas).

3.4.5.1. Resultados y discusion

Los datos de composicion media de la base de datos disponible hasta el momento, se
presentan en la Tabla 3.4.5.1.1. Como puede apreciarse los valores promedio del
porcentaje de grasa y proteina son similares a los establecidos para el pago por
calidad de la leche y el recuento de las células somdaticas (RCS) inferior al mdéximo
establecido (400.000 células/mL) en la UE. No obstante, la poblacion presenta gran
variabilidad, con muestras muy ricas en grasa y proteina, asi como leches con altos
niveles de células, indicativos de una calidad disminuida, causada por una infeccién

inframamaria que ocasiona mastitis clinica o subclinica (Satu, 2003).

Tabla 3.4.5.1.1. Composicién media en pardmetros fisico-quimicos y microbioldgicos de

la leche

Grasa Proteina Lactosa ESM Células
(%) (%) (%) (%) somdticas
x1000/mL

Promedio: 3,61 3,18 4,87 8,72 173
Desvest: 0,51 0,27 0,22 0,37 370,27
Max: 5,70 3,97 5,21 9.56 2000
Min: 2,20 2,00 2,66 6,00 20

ESM: Extracto seco magro

Las siguientes figuras (Figura 3.4.5.1.1 a Figura 3.4.5.1.3) muestran los promedios del
espectros/rango y el afributo del conjunto de la base de datos espectrales, para
grasa, proteina y células somdticas. A priori, no se observan diferencias de ahi la
necesidad , de aplicar pretratamientos matemdticos (por ejemplo derivada) para
poder extraer informacion Util de los espectros que permita establecer correlaciones

entre los pardmetros de calidad de la leche y los correspondientes espectros.
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Figura 3.4.5.1.1. Promedios de los espectros/rango y atributo del conjunto de la base
de datos espectrales de leche liquida para grasa
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Figura 3.4.5.1.2. Promedios de los espectros/rango y atributo del conjunto de la base
de datos espectrales de leche liquida para proteina
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Figura 3.4.5.1.3. Promedios de los espectros/rango y atributo del conjunto de la base
de datos espectrales de leche liquida para células somdticas

ll.4.6. DESARROLLO ,Y VALIDACION DI’E MODEL(?S QUIMI,OMETRICOS CUANTITATIVOS
PARA LA PREDICCION DE CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS EN LECHE: GRASA,
PROTEINA, LACTOSA Y EXTRACTO SECO

En el desarrollo de las aplicaciones, la forma de operar se basa en desarrollar el
modelo matemdtico que relaciona los datos espectrales y los datos proporcionados
por el método de referencia (Shenk et al., 1996), lo que en muchas ocasiones se ve
dificultado por la falta de concordancia entre ambos datos, ya que los métodos de
laboratorio y el NIRS podrian medir distintas entidades fisicoquimicas. Generalmente,
los métodos utilizados como referencia aportan informacién sobre las propiedades
quimicas y/o fisicas del producto, mientras que la tecnologia NIRS mide las vibraciones

moleculares.

Ademds es necesario tener en cuenta la complejidad de la sefal espectroscdpica
generada, debido a que el espectro NIR proporciona informacién que en ocasiones es
redundante entre otras razones por solapamientos de bandas, lo que hace dificil su
interpretacion; ademds, cabe destacar que sobre el espectro NIR influyen una serie de
factores tales como la homogeneidad o el modo de presentacion de la muestra. Es
necesario remarcar que, aungue su uso en rutina es simple e instantdneo, se requiere
de conocimientos en el dmbito quimiométrico y el desarrollo de calibraciones vy
modelos cudlitativos o de clasificacién, pudiendo prolongarse la obtencidon de
modelos robustos durante anos, particularmente, en el caso de productos

agroalimentarios.
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3.4.6.1. Resultados y discusion

Siguiendo la estrategia descrita en el aparatado 3.4.3.3 se desarrollaron los modelos de
prediccion. Se obtuvieron ecuaciones de calibracion NIRS para cuantificar el
contenido en grasa, proteina, lactosa y ESM, ademds del recuento de células
somdaticas. Tras evaluar diferentes tratamientos de correccién de la dispersidon de la luz
“scattering”, derivadas, segmentos de derivacién y gap, subdividiendo la poblacién
en diferentes grupos de validacion cruzada, los mejores resultados fueron obtenidos
con el pretratamiento SNV& Detrent, primera derivada, 10 puntos de derivaciéon y un
gap de 5 (SNV&D; 1,10, 5, 1). Los modelos fueron validados con una poblacién externa

al conjunto de calibracion representada por 40 muestra de leche.

Los primeros modelos de prediccién se desarrollaron con un colectivo de calibracion
de 128 muestras y fueron validados con el colectivo externo de 40 muestras. Estos

resultados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 3.4.6.1.1. Variabilidad poblacional y estadisticos de calibracion y validacién en
muestras de leche liquida para determinar su composicion

Pardmetro SEC RSQ SECV 1-VR SEP Rango Media SD RER RPD

Grasa 0,058 0982 0,087 0959 0,124 2,61-508 3,572 0,426 28,390 4,896
Proteina 0078 0882 0,115 0750 0,129 2,67-3,70 3,204 0,228 8956 1,982
Lactosa 0,105 0,524 0,111 0,470 0,122 4,47-513 4843 0,152 5945 1,369

ESM 0,135 0,780 0,180 0,619 0,231 7,73-930 8,723 0288 8,722 1,600

ESM: extracto seco magro; RSQ y 1-VR: coeficiente de determinacion de calibraciéon y validacion cruzada;
SEC, SECV vy SEP: errores de calibracion, validacion cruzada y validacion externa; SD: desviacion estdndar de
la poblacién de calibracion; RER: relacién entre el rango de la poblacién y el error de validacién cruzada y
RPD: relacion entre la desviacion estdndar de la poblacion vy el error de validaciéon cruzada,

Las correlaciones entre los valores de referencia vs los predichos por los modelos NIRS

para grasa, proteina y ESM, se presentan en las siguientes figuras:
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Figura 3.4.6.1.1. Correlaciéon entre los valores de referencia vs predichos NIRS para los
pardmetros de grasa y proteina en leche liquida
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Figura 3.4.6.1.2. Correlacién entre los valores de referencia vs predichos NIRS para los
pardmetros de lactosa y ESM en leche liquida

Atendiendo a los criterios estadisticos que definen la aceptacién de los modelos de
prediccidn, puede observarse que los menores errores tipicos de calibracion (SEC) lo
presentan los pardmetros de grasa y proteina (0,058 y 0,078 respectivamente), asi
como los mayores coeficientes de determinacién de calibracién y validacion cruzada
RSQ y 1-VR (0,982 y 0,959 para la grasa y 0,882 y 0,750 para la proteina
respectivamente) permitiian también utilizaresta calibracion NIRS para predicciones
bastante seguras y no sélo para estimaciones groseras como en el caso de la lactosa
(0,540), segun la clasificacion de Williams (2003). Aungque en términos absolutos el error
de validacién externa o SEP es igual para los pardmetros de grasa, proteina y lactosa,
siendo mayor el correspondiente al ESM, si se expresan en porcentaje del error con
respecto a la media poblacional, los contenidos en lactosa y ESM son los que
presentan menor error, aproximadamente del 25%. En cuanto a la capacidad de los
modelos para predecir los pardmetros en estudio, el valor de RER indicaria (Millmier et

al., 2000), que para la lactosa (5,945) podria distinguir entre valores altos y bajos
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(modelo cudalitativo), para el ESM (8,722) vy la proteina (8,956) y la prediccion seria

cuantitativa, con excelentes estadisticos para la grasa (28,390).

Con respecto a los resultados de validacion externa, senalar que son satisfactorios
para todos los pardmetros, puesto que la relacién entre el SEP y el SECV es siempre
inferior a 1,5 (Savenije et al., 2006), con un valor minimo de 1,1 para la lactosa y 1,42

para la grasa.

I1.4.7. TRANSFERENCIA DE MODELOS QUIMIOMETRICOS ENTRE INSTRUMENTOS MEMS-
NIRS.

Actualmente, los avances tecnoldégicos han minimizado las diferencias entre
instrumentos NIRS, incluso del mismo fabricante y modelo, sin embargo, es necesario
recurrir a procesos de ajuste de los datos espectrales o de calibracidon para conseguir
transferir modelos de calibracién de un equipo a otro. Estas variaciones espectrales, si
bien pueden ser debidas a multiples factores como se expuso con anterioridad, es

dificil incorporarlos en la calibracion original.

Existen diferentes estrategias que varian en funcidn de la robustez del modelo
desarrollado y del tipo de ajuste necesario para hacer el modelo transferible. Se
distinguen bdsicamente dos tipos de métodos (Bouveresse y Massart, 1996; Fearn 2001;
Andrew y Fearn, 2004) que dependen asi mismo de las caracteristicas de los equipos a

clonar:

a.- Desarrollo de calibraciones robustas para minimizar o eliminar las variaciones entre
espectros obtenidos instrumentos: En este método se emplean pre-tratamientos tanto
de seleccidén de longitudes de onda robustas a las diferencias instrumentales y la

inclusidon de espectros de los distintos instrumentos en el colectivo de calibracion.

b.- Desarrollo de algoritmos de clonacién haciendo uso de estrategias que utilizan
muestras de referencia: Este grupo de métodos es el mds utilizado en la practica. Para
su aplicacién es necesario llevar a cabo la coleccidn de la informacion espectral de
unas muestras de referencia en el equipo considerado mdster y en el satélite. En este
modo de clonacién la seleccidn de las muestras de referencia es critica, el nUmero
tiene que ser lo suficientemente elevado para permitir la estimacién de los pardmetros
de regresion. Mds aun dada la dificultad que esta tarea entrana, existen incluso
estudios que evaluan el efecto de utilizar diferentes muestras de referencia (Bouveresse
et al., 1994). Ademds, cuando se emplea esta estrategia es muy importante tener en

cuenta que las muestras de referencia deben ser los mds estables posible durante el
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periodo de medida en todos los equipamientos. Ademds, deben ser muestras similares

a las que se van a analizar.

Este procedimiento de estandarizacién se basa en el hecho de que las diferencias
encontradas en los espectros entre diferentes equipos son debidas a diferencias
instrumentales y no a cambios en las muestras de clonacion (Fearn, 2001). No obstante,
para conseguir resultados satisfactorios con la aplicacién de los mismos, es crucial que
las mismas muestras, en idéntica condiciones, sean analizadas de manera simultdnea

en los instrumentos a clonar.

El algoritmo utilizado en este tfrabajo de Tesis Doctoral ha sido planteado con el uso de
muestras de referencia (b), empleando el algoritmo patentado por Shenk vy
Westerhaus (1989, 1991a, 1991b) y que se encuentra recogido en el paqguete

estadistico WinlSI ver. 1.50.

Este procedimiento matemdtico se basa, segin Bouveresse et al. (1994), en lo que a

confinuacion se resume:

- Tratamiento en primera derivada de todos los espectros del colectivo de
clonacioén

- Ajuste de las longitudes de onda mediante correlacién de los espectros
obtenidos con el equipo master y sus homodlogos del satélite.

- Ajuste a un modelo cuadrdtico para la longitud de onda de mdxima

correlacion y sus dos longitudes de onda mds proximas.

3.4.7.1. Desarrollo de algoritmos de clonacion haciendo uso de estrategias que utilizan
muestras de referencia en leche liquida en estado natural

Se llevd a cabo el andlisis y almacenamiento de la informacién espectral de 25
muestras de leche en estado natural de referencia en el equipo considerado mdster
(MicroPhazir SERIDA) y en el satélite (MicroPhazir UCO) por triplicado, de manera
simultédnea en cada instrumento. En este modo de clonacién la seleccién de las
muestras de referencia es critica, pues tal y como se menciond el nUmero tiene que ser
lo suficientemente elevado para permitir la estimacion de los pardmetros de regresion.

El algoritmo utilizado fue el patentado por Shenk y Westerhaus ya referenciado.

Antes de iniciar el desarrollo de los algoritmos, se efectud un CONTRAST (WinlSI ver. 1.5)
para evaluar las diferencias espectrales en datos brutos, entre las muestras analizadas
en el equipo MicroPhazir SERIDA y MicroPhazir UCO, en términos de RMS(C). A

continuacioén, cada uno de las dos conjuntos de muestras de referencia (MicroPhazir
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SERIDA y MicroPhazir UCO) fue centrada y de acuerdo con la distancia de cada una
de las muestras al centro poblacion, haciendo uso del estadistico H de Mahalanobis,
se eligieron segun distancia H de menor a mayor, por un lado un total de 20 muestras
al azar, 10 muestras (1 de cada 5) y la muestra central, para calcular diferentes

algoritmos de clonacion.

3.4.7.2. Resultados y discusion

Sobre la coleccidén espectral de 25 muestras de leche liquida, analizadas por triplicado
en los dos equipos considerados, se efectud una comparacidén de los promedios
espectrales de cada muestra analizada cada equipo, y se eliminaron 4 de ellas por
tener valores de la raiz cuadrdtica media de las diferencias corregida por el bias
(RMS(c)) elevados (>85.000), lo que se considerd un error en el andlisis en alguno de los
equipos, por lo cual la coleccidn de los espectros de cada instrumento se redujo a 50
muestras. Sobre éstas, se seleccionaron las muestras de clonacién en funcién de la
distancia al centro poblacional y se desarrollaron las correspondientes matrices de
clonacién: st20 con 20 espectros de las mismas muestras analizadas simultdneamente
en el equipo mdster y en el satélite; st10 con 10 espectros de muestras y otra con una
Unico espectro de una muestra de leche liquida (st1), que se correspondia a la situada

en el centro de la poblacién (valor H=0).

La matriz desarrollada con st20 (ver tabla 3.4.7.2.1), no generd reducciones
importantes entre los espectros de ambos instrumentos en términos del estadistico
RMS(C), comparando los espectros de las muestras analizadas en el equipo mdster vs
satélite, antes y después de aplicar la matriz de clonacién. Por lo cual se compararon

los resultados obtenidos con los algoritmos st10 y st1.

Por tanto, sobre las muestras restantes no incluidas para el desarrollo de los algoritmos,
de clonacion y utilizando el estadistico RMS(C), se evalud la eficacia en la reduccion
de las diferencias espectrales de las matrices de estandarizacién. En la Tabla 3.4.7.2.1,
se puede observar como las diferencias enfre los espectros medios de las muestras de
leche analizadas en el MicroPhazir del SERIDA y el MicroPhazir de la UCO en términos
de RMS(C) se van reduciendo. Cuando ambas colecciones de espectros estdn sin
tratar las diferencias oscilan entre valores de RMS(C) de 77702 a 35483, con un valor
medio de 54590. Cuando a la coleccién de los espectros de la UCO se aplica una
transformacién matemdatica desarrollada con una Unica muestra de leche, los valores
de RMS(C) oscilan entre 33900 y 2635, con un valor medio de 16493. Finalmente,

cuando el modelo de clonacién ha utilizado 10 muestras de referencia, los valores de

179



RMS(C) oscilan entre 23632 y 2505, con un media de 11818. Estos resultados indican la
reduccién sensible de las diferencias espectrales entre los dos instrumentos cuando se

aplica una matriz de estandarizacion.

Los resultados ponen de manifiesto que con el algoritmo de clonacién de Shenk vy
Westerhaus se realiza un ajuste satisfactorio de la informacion espectral entre los
espectros recogidos en el instrumento de la UCO vy los espectros recogidos en el
equipo SERIDA, con valores de RMS(C) promedio 11818 cuando este se calcula con 10

muestras de leche.

Tabla 3.4.7.2.1. Raiz cuadratica media de las diferencias espectrales corregida por el
bias (RMSC) para las muestras de evaluaciéon de la transferencia, tras la aplicacién de

matrices de estandarizacion

RMS (C)
SERIDA vs UCO 54590
SERIDA vs UCOst1 16493
SERIDA vs UCOst10 11818
SERIDA vs UCOst 20 53540

1.4.8. VALIDACION DE LOS MODELOS QUIMIOMETRICOS TRANSFERIDOS

Tras ensayar las diferentes estrategias de clonacidén de los equipamientos NIRS
portdtiles, es necesario realizar la validacion del proceso de transferencia, por para lo
cual se hace necesario utilizar el set de muestras externas de validacién (N=40). De
hecho las escasas experiencias previas de clonacidon y transferencia de ecuaciones
entre sensores NIRS de nueva generacion con seleccidon dptica mediante MEMS-DTS
(Ferndndez Pierna et al., 2010) han puesto de manifiesto ademds de la influencia del
instrumento o producto a andlizar, la incidencia del método de calibracién y las

correcciones matemadticas en la capacidad predictiva de los modelos fransferidos.

3.4.8.1. Evaluacion de la transferencia de los modelos desarrollados en el SERIDA para
leche en estado natural

El modelo validado fue el desarrollado en primer término (Tabla 3.4.6.1.1) para los
componentes mayoritarios de la leche utilizados para el pago por calidad en la

industria ldctea. La evaluacidon de la tfransferencia se llevd a cabo sobre 40 muestras

de leche, analizadas por triplicado en ambos sensores NIRS.
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3.4.8.2. Resultados y discusion

La Tabla 3.4.8.2.1 muestra los valores de los errores estdndar de prediccion (SEP)
obtenidos en el equipo mdster MicroPhazir del SERIDA vy el satélite MicroPhazir de la

UCO, antes y después de aplicar las matrices de estandarizacién.

Tabla 3.4.8.2.1. Valores de los errores estdndar de prediccion (SEP) en el equipo mdster
(SERIDA) y el satélite (UCO) para componentes mayoritarios en leche liquida, tras la
aplicaciéon de matrices de estandarizacion

Paradmetro SEP SERIDA SEP UCO SEP UCO st SEP UCO st10
Grasa 0,124 1,102 0,208 0,162
Proteina 0,129 0,229 0,203 0,202
Lactosa 0,122 0,165 0.147 0.144
ESM 0,231 1,060 0,291 0,326
GH 1,497 20,000 1,550 1,839

ESM: extracto seco magro; SEP: errores de prediccion (validacion externa

En general, los valores de SEP fluctian enormemente, segun el pardmetro. Sin aplicar
ninguna matriz de clonaciéon los SEP obtenidos en el equipo satélite varian entre casi 10
veces superior para la grasa y 1,35 para la lactosa. Cuando se aplica la matriz de
estandarizacion st1 y la st10, los errores se reducen y en especial para el pardmetro de
la grasa (1,102 vs 0,208 y 0,162) y el ESM (1,060 vs 0,291 y 0,326). Tal como se muestra
en la tabla 3.4.8.2.1 el ratio SEP st1 y SEP st10 oscila entre 0,84 y 1,28 lo que demuesira
las excelentes caracteristicas del ajuste espectral con un amuestra, la del centro
poblacional (H=0). Ademds, estos resultados demuestran la importancia de la

seleccion de las muestras para realizar la clonacidn.

Adicionalmente y como era de esperar, la estandarizacién reduce sensiblemente los
valores de GH, lo que indica una sensible reduccién de las diferencias espectrales tras

aplicar los algoritmos de clonacién (ver tabla 3.4.8.2.1).

No obstante, dichos valores de GH aun se reducen mds para SEP UCO st10 tras eliminar
cuatro muestras del conjunto de validacién que presentaron valores de GH>3 dl
aplicar el modelo de prediccién, con valores de GH que oscilaban entre 10,850 y
3.790, el nuevo valor de GH obtenido es de 1,380

La evaluacién final de la transferencia de las ecuaciones NIRS, se realizd con el
estadistico SED (error estédndar de las diferencias), que evalua las diferencias de las
predicciones para los pardmetros considerados entre el equipo mdster y el satélite
antes y después de aplicar los algoritmos de clonacion sobre el colectivo de
validacion (Tabla 3.4.8.2.2). El valor de SED se calcula de acuerdo a la siguiente

férmula:
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Z(Ymaster - Ysatélite)

SED =
N

Donde Ymaster € Ysateite SON 10s valores predicho para una muestra en los instrumentos

master y portdtiles.

Tal y como se muestra en la Tabla 3.4.8.2.2, los valores de SED disminuyeron
sensiblemente, especialmente significativa es la disminucion en el caso de la grasa y el
ESM, llegando a ser incluso del mismo orden que los valores del SEP para el insfrumento
master. Los valores del SED son similares para la estandarizacion con 1 muestray con 10
muestras en todos los pardmetros con excepcién de la grasa con valores de Sed para
1st de 0.223 y para 10st de 0.140.

Los SED entre el SERIDA y la UCO alcanzaron una gran reduccién que oscila entre mds
del 85% para la grasa, el 40% para proteina y casi el 30% para lactosa y ESM. Estos
valores de SED representan alrededor de 1,5 veces el valor de SECV (Tabla 3.4.6.1.1) y
de la misma magnitud que los SEP para los pardmetros de grasa y proteina. Sin
embargo, los valores de SED son sensiblemente inferiores para lactosa y ESM que los
errores del modelo, hecho que podria indicar la existencia de algun artificio

matemadtico.

Tabla 3.4.8.2.2. Valores de los errores estdndar de las diferencias (SED) de las
predicciones en el equipo mdster (SERIDA) y el satélite (UCO) para los componentes
mayoritarios de la leche liquida, tras la aplicacién de matrices de estandarizacion.

Grasa Proteina Lactosa ESM
SERIDA vs 1,031 0,276 0,104 1,175
Uco
SERIDA vs 0,223 0,182 0,055 0,161
UCOstl
SERIDA vs 0,140 0,170 0,044 0,194
UCOst10

ESM: exfracto seco magro
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IV. CONCLUSIONES



IV. CONCLUSIONES

Del trabajo experimental anteriormente descrito, podemos concluir que:

1. Los compuestos identificados cualitativamente mediante el andlisis GC-MS en nata
extraida mediante centrifugacion y uliracentrifugacion o) mediante
hexano/isopropanol son coincidentes. Es decir, el método de obtencién de la fraccién
lipidica no afecta a los compuestos extraidos. La extraccién lipidica basada en la
centrifugacién de la leche y ultracentrifugacién de la capa de nata formada, es
sencilla y rdpida, sin embargo, muestra menor repetibilidad y reproducibilidad frente a
la metodologia basada en una primera centrifugacién de la leche y posterior
extraccion con la mezcla de disolventes hexano/isopropanol 3/2. Esta diferencia se
puede explicar teniendo en cuenta que en el caso de la extraccidn mediante
disolventes, se tfrabaja con alicuotas tomadas de una disolucidn, por lo cual se parte
de una matriz homogénea, mientras que en el caso de la centrifugacion, se trabaja a
partir de una matriz sélida mds heterogénea. Ambas metodologias de extraccion

cumplen los criterios de repetibilidad y reproducibilidad de la metodologia oficial.

2. La temperatura ensayada (80°C) no influye sobre el proceso de metilacién, pero
afecta a la repetibilidad y a la reproducibilidad de los ensayos, en general, a
temperatura ambiente los valores de o y CV son mds bagjos que a 80°C. Los
experimentos realizados a 80°C presentan mayor nimero de rechazos segin los
criterios de evaluacién utilizados, descritos en la norma Norma ISO15885/FIL 184, que
los experimentos realizados a temperatura ambiente, tanto para la repetibilidad como

para la reproducibilidad.

3. La metodologia seleccionada para el andlisis de AG en leche, basada en la
extraccion lipidica mediante centrifugacién y ultracentrifugacién y metilacion a
temperatura ambiente, cumple los criterios de repetibilidad y reproducibilidad, asi
como los de exactitud, como confima la validacién mediante un material de
referencia. Por ello, se acepta como metodologia rutina para ser implementada en un

laboratorio de servicio que deba procesar un nimero elevado de muestras.

4. La transmetilacion/extraccion de muestras de leche mediante digestion bdsica
empleando energia microondas MW, puede considerarse una alternativa novedosa y
viable para el andlisis de AG en muestras de leche. Las condiciones dptimas del
proceso pueden fijarse en 40mg de muestra atacada, una T de 50°C y 10min de

ataque en condiciones bdsicas. Dicha metodologia cumple los criterios de precision y
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exactitud que marcan las normas de andlisis de estos compuestos, siendo similares a
los obtenidos mediante el método de referencia. La metodologia dcida es
descartada, al no cumplir los criterios de exactitud y precisidn para compuestos criticos
en el estudio desarrollado como son el dcido linoleico (9c12cC18:2) o el dcido o-

linolénico (9c12c15cC18:3) respectivamente.

5. La suplementaciéon de las dietas de vacuno lechero con Se de origen orgdnico
incrementa la excrecion de Se en leche. Dicha suplementacidn, a una concentracion
en la raciéon completa de las vacas cercana a 0,5 pg.g' que, actualmente constituye
el mdximo legal permitido, permiten alcanzar la concentracién del 7,5% de la CDR en
leche en los dos primeros dias de ensayo, y el 15% de la CDR a partir de la primera
semana. Seria necesario establecer los limites saludables de suplementacion de Se
orgdnico en animales en produccién para evitar problemas de bioacumulacion vy

toxicidad ambiental.

6. La suplementacion de la alimentacién de vacuno lechero con Se orgdnico, a una
concentracién en la racién completa de las vacas cercana a 0,5 ug.g'!, no interfiere
con las concentraciones en leche de otros elementos traza como el Zn, Co y |, aunque

parece repercutir negativamente en el nivel de Cu.

7. La cuantificacion multielemental y simultdnea de metales traza mediante ICP-MS es
una herramienta rdpida y eficaz para el control de calidad de la leche, y la
evaluacién de sus posibles efectos adversos con respecto a la posible presencia de

ofros metales traza.

8. Entre las diferentes metodologias evaluadas y modos de presentacién de muestras
utilizando un instrumento NIRS portdtil MicroPhazir que trabaja en un rango espectral
de 1600 a 2400 nm, los mejores resultados para el andlisis de leche liquida sin
pretratamiento se obtuvieron con el Método 8, que se corresponde con la realizacidon
de 80 lecturas o scans/muestra, resultando como espectro medio de un andlisis el
promedio de las 80 lecturas, empleando una cubeta con una parte frasera de
aluminio y 17 mm de paso de luz, permitiendo la obtencién de buenos espectros, a
pesar de la problemdtica que genera en el andlisis NIRS de este tipo de muestras la

gran absorcién de la banda de agua.

9. La capacidad de los instrumentos NIR portdtiles para estimar los cambios de
composicién en los principales componentes de la leche para el pago por calidad de
manera individual, a partir de modelos de prediccidén transferidos de unos sensores a
otros, presentan resultados prometedores del proceso de transferencia entre estos

instrumentos portatiles.
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10. Aunque los modelos transferidos son ligeramente menos exactos que los modelos
antes de transferir, son adecuados para el andlisis de la leche liquida. Por otra parte, la
ligera pérdida de precision estd mds que compensado por las ventajas prdcticas y
técnicas que permiten el traspaso de modelos de prediccidon NIRS de unos sensores a
ofros, para redlizar el andlisis in-situ para cada muestra individual de leche. Esto
puede ser de gran importancia econémica para las medidas de gestion en las

explotaciones lecheras.
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V. RESUMEN/SUMMARY



RESUMEN

Las caracteristicas nutricionales de los alimentos que componen la dieta humana van
mas alld del sentido bdsico de la nutricion. Las exigencias de los consumidores han
evolucionado, potenciando el consumo de dietas enriquecidas con la composicion

éptima para favorecer la salud humana a largo plazo.

Las conexiones entre alimento, salud animal, nutricién animal y productos animales
saludables para consumo humano, como la leche, implican una investigacion
multidisciplinar, en ocasiones muy dificil. En este sentido la presencia de ciertos AG de
la leche ha adquirido enorme interés dados sus efectos positivos en la salud humana.
La leche es la principal fuente natural de dcido linoleico conjugado (CLA), al que se
atribuyen como efectos positivos su  accidon hipocolesteromiante, accidn
antiaterogénica y anticancerigena, entre otras. La Unica via con capacidad de
maniobra para influir sobre la composicion de los AG de la leche, posibilitando un
enriguecimiento y/o modificacién de su composicion, es la alimentacién del ganado,

ya gue es responsable del aporte lipidico diario a las vacas productoras de leche.

Existe amplia legislacion sobre técnicas analiticas que garanticen la trazabilidad,
confrol y etiquetado de todo tipo de alimentos, pero es necesario desarrollar
metodologias capaces de analizar un gran nUmero de muestras que potencien un
control eficaz. Por ejemplo, la cuantificacidon de AG de interés para dar respuesta a
las investigaciones planteadas sobre la influencia de la dieta en la composicién de

AG de la leche, entre ofros.

En el apartado Experimental | de la presente Tesis Doctoral, se ha desarrollado la
implementacién de una metodologia que se adapta a las necesidades
anteriormente planteadas para la cuantificacidon de AG de interés en leche. Se ha
estudiado la obtencién de la fraccién lipidica mediante una centrifugacién de leche,
separacion de la nata asi obtenida y ultracentrifugacién de la misma. Posteriormente
se ha optimizado y evaluado el proceso de frasnsmetilacion/extraccién mediante
catdlisis bdsica a diferentes temperaturas. Dichos procesos se han validado por
comparacién de los resultados con el método de referencia, que incluye una
extraccion de la fraccién lipidica mediante disolventes orgdnicos. El método de
andlisis mediante GC-MS empleado para la cuantificacién de los ésteres metilicos de
AG asi obtenidos, se optimizéd para adecuarlo a los AG de interés en el proyecto de
investigacion asociado (INIA RTA 2007 -0058, Incremento en el estdndar de calidad
de la grasa de leche de vaca: Enriquecimiento natural de CLA en leche segun el

manejo de la alimentacidn). Los resultados obtenidos indican que la temperatura no
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afecta al nUmero de AG identificados, aungue si a la reproducibilidad del método, vy
que el desarrollo de una metodologia alternativa a temperatura ambiente, cumple
los criterios de precisién y exactitud establecidos por la Norma ISO15885/IDF184, tras

validacién con un material de referencia con valores certificados.

En el estudio Experimental 2, se desarrollé un procedimiento de extraccién-metilacion
de AG en leche, mediante el empleo del MW como alternativa para la extraccion y
derivatizacién convencionales y la combinaciéon de estos dos procesos en un solo
paso. Se probaron digestiones en medio dcido (AD) y en medio bdsico (BD) de dos
tipos de muestras: dcido en leche y en fraccidon lipidica obtenida por
centrifugacién/ultracentrifugacién, y en medio bdsico para muestras de fraccion
lipidica. El primer paso para llevar a cabo la puesta a punto de la metodologia fue la
optimizacién secuencial de las condiciones experimentales, tanto instrumentales
(Temperatura y tiempo), como quimicas (ratio muestra/disolvente): primeramente la T,
seguida del t y por Ultimo el ratio muestra/disolvente. Se analizaron estadisticamente
los resultados y se establecieron las condiciones mds favorables para AD (50°C, 30 min
y 0,5 g de muestra de leche liquida) y BD (50°C, 10 min y 40 mg de muestra en forma
de capa lipidica). Se evalud la exactitud y la precision del andlisis mediante un
material de referencia (grasa de mantequilla). La metodologia BD muestra una
exactitud entre 80-120% para valores menores de 0,05%, entre 90-110% para valores
entre 0,5-5% y entre 95-105% para valores superiores a 5%. Por el contrario, en la
metodologia AD las exactitudes son mds bajas para los siguientes AG: C8:0, C10:0,
C12:0, C16:0, C17:0, C18:0, 9c-C18:1, 9c12c-C18:2 y 9c111-C18:2. Asi mismo, la precisidon
de las metodologias, evaluadas en base a la repetibilidad y CV, cumple los criterios de
la Norma ISO15885/IDF184 para la BD; sin embargo, no se cumplen estos criterios para
varios compuestos en AD, no solo en AG saturados (C14:0, C15:0, C16:0 y C18:0) sino
también insaturados (9c-C16:1, 9¢-C18:1, 9c12¢c-C18:2, 9c12c15¢c-C18:3). En base a los
resulfados obtenidos, la metodologia BD se considera la seleccionada, estudiando
como punto final su reproducibiidad como método de andlisis, resultando ser
satisfactoria al cumplir los criterios de evaluacion de resultados de la Norma
ISO15885/IDF184.

Siguiendo en la linea de la mejora de las caracteristicas nutricionales de los alimentos
que componen la dieta humana, en este caso con caracteristicas especificas para las
personas mayores, se ha desarrollado el apartado Experimental 3 de la presente Tesis
Doctoral. En él se describe la influencia de la suplementacién con Se orgdnico,
derivados de levaduras Saccharomyces cerevisiae, de vacuno lechero con la
finalidad de aumentar el nivel de este elemento en la produccién final, que

consumido regularmente permita desarrollar una nutricion mds equiliorada en este
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elemento vy su posible repercusidn sobre el contenido de cierto oligoelementos Zn, Cu,

Coylenleche.

Este ensayo fue realizado en el rebano experimental de leche del SERIDA con tres dosis
diferentes de Se: DO o grupo sin suplementacion (grupo control), D1, D2 y D3 con
contenidos crecientes de Se en la racion. Se tomaron muestras de leche individuales
para cada animal. Para el control de metales traza e I, se puso a punto una
metodologia que lleva asociado el ataque por MW para eliminar la materia orgdnica
de las muestras de leche y el posterior andlisis mediante ICP-MS. Para los metales traza
se utilizé un método de digestion de MW dcido y para el | bdsico. La cuantificacion
mediante ICP-MS, se realizd6 empleando un equipo de celda de colision/reaccidén vy
9Co, 65Cu, 78Se, ¢In y 127 como isétopos cuantificadores. El método fue validado

mediante el andlisis de un material de referencia certificado.

Los resultados obtenidos mostraron que el contenido en Se experimenta una rdpida
respuesta, aumentando rédpidamente y alcanzando el séptimo dia de ensayo el 100%
del nivel de estabilizacion para D1 y el 80% de D2. Sin embargo, para el grupo D3 con
dosis mds alta, los niveles de Se aumentan hasta el final del experimento, alcanzando
205 ng g! tras 63 dias de suplementacién. Los grupos con dosis D2 y D3 obtienen
recuperaciones de Se que alcanzan en la primera semana del ensayo el 15% de la
CDR para este elemento (8,3 pg Se /100 ml de leche). En cuanto a los resultados
correspondientes al Co, Zn y I, no mostraron efectos significativos para la interferencia
con Se a ninguna de las dosis estudiadas, sin embargo, se observa que el contenido en
Cu total experimenta un descenso a medida que se incrementa la concentracion de
Se en leche. No obstante, no se han descrito casos de antagonismo entre estos dos
elementos, en el que la presencia de uno de ellos disminuya la disponibilidad del otro,
ni parece haber relacion entre los enzimas implicados en una deficiencia/disminucién

del Cuy el Se.

En los estudios que se llevaron a cabo en las secciones .1, 1I1.2 y 1.3, los resultados
obtenidos se apoyan en técnicas analiticas robustas, con valores excelentes de
precision y exactitud. Estas metodologias son necesarias para proporcionar
informacion que permita evaluar y optimizar las estrategias de alimentacién y el

confrol de las producciones.

Po otro lado, ante la corriente estratégica en la producciéon ldctea, llamada
ganaderia de precision o “precision dairy farming” y basada en la optimizacién de la
gestién de la produccién en ganaderias de vacuno de leche, surge la necesidad del
control de manejo y de gestibn mediante el uso de sensores y tecnologias de la

informacion. Dentro de este enfoque, la tecnologia NIRS se posiciona como una
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herramienta de altas posibilidades como sensor de respuesta inmediata. Sin embargo,
a pesar de la rapidez del andlisis NIRS, su forma tradicional en el laboratorio (at-line)
produce una demora entre el proceso de produccidn y el resultado que en muchas

ocasiones no permite un uso adecuado de la informacidén en la toma de decisiones.

La leche como producto perecedero necesita de una gran agilidad en su analitica
para la obtencién de resultados que deriven en el posible pago de primas por calidad.
Por ello, en la seccién Experimental 4 se describe el desarrollo y la evaluacién de
modelos quimiométricos NIRS para la caracterizacion de la leche de vaca a pie de
campo, mediante sensores MEMS-NIRS portdtiles de nueva generacion. La finalidad es
desarrollar una metodologia analitica basada en la tecnologia NIRS que permita
establecer un control de calidad "in-situ” y a tiempo real de las producciones lecheras

a nivel de explotacién.

Para la puesta a punto y optimizaciéon de la recogida de informacion espectral de
calidad en muesiras de leche de vaca, se emplearon muestras de leche cruda del
Programa de Investigacién en Produccién de Leche del SERIDA. Se ensayaron
diferentes pretratamientos de las muestras de leche y se optimizaron las condiciones
instrumentales de medida con el objetivo de obtener una senal espectral satisfactoria.
La recogida de los espectros se realizd con un espectrofotémetro portdtil MicroPHAZIR
con rango de medida de 1600 a 2400 nm, empleando una cubeta de Tmm de espesor
con adaptador para la medida y una cubeta de 17mm con fondo reflectante de
aluminio. Se desarrollaron ecuaciones de calibracion NIRS, realizando un
pretratamiento de la senal espectral y aplicando modelos de regresion lineales
multivariantes. Los mejores resultados para se obtuvieron recogiendo el espectro de la
leche sin prefratamiento alguno utilizando cubeta de 17 mm. Las condiciones
instrumentales mds adecuadas para la recogida de la informacién espectral fueron, 80
barridos a promediar por espectro y fres espectros por muestra de leche. Los
estadisticos de las ecuaciones de calibracién desarrolladas ponen de manifiesto que
es posible la prediccidn cuantitativa del contenido en grasa, proteina y el ESM. Con
respecto a la lactosa sefalar que es el pardmetro que presentd el coeficiente de
determinacién mds bajo, relacionado con el estrecho rango de variabilidad de la

poblacién.

Una vez obtenidos los modelos de calibracion, se evalud la posibilidad de transferir los
modelos desarrollados en el equipo MicroPhazir SERIDA a otro equipo similar disponible
en la Universidad de Cérdoba (UCO), considerado mdster el NIRS del SERIDA vy satélite
el MicroPhazir de UCO. Para llevar a cabo la transferencia fu necesario desarrollar

diferentes matrices de estandarizacién con un nUmero variable de muestras de leche,
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hasta conseguir el mejor ajuste posible de los espectros del equipo satélite a los del
master, sobre una coleccién espectral de 20 muestras de leche liquida, analizadas
también por triplicado, simultdneamente en ambos instrumentos. Se seleccionaron
diversos grupos de muestras de clonacion en funcidn de la distancia al centro
poblacional y se desarrollaron las correspondientes matrices de clonacién, con una (la
situada en el centro de la poblacidn, GH=0, 10 y 20 muestras de leche. En términos del
estadistico RMS(C) (raiz cuadrdtica media de la diferencia entre dos espectros de una
misma muestra corregido por el bias), los mejores resultados los mostrd la matriz
desarrollada con 10 espectros de muestras de leche. La evaluacion de la transferencia
se llevd a cabo sobre una coleccidon de 40 muestras de leche. Los SED (errores
estdndar de las diferencias) entre los dos equipos alcanzaron una gran reduccién que
oscila entre mds del 85% para la grasa, el 40% para proteina y casi el 30% para lactosa

y ESM.

Por tanto, la presente Tesis Doctoral puede considerarse un compendio de distintas
estrategias analiticas que permiten caracterizar la leche, uno de los alimentos bdsicos
en la dieta humana, que representa una importante parte en la dieta del hombre

occidental, con la finalidad mejorar y controlar su calidad.

192



SUMMARY

The nutritive afttributes of human food go beyond the strict sense of nutrition.
Consumer’s requirements have evolved, promoting enriched diets with the optimal

composition to benefit long term health.

The connection of food, animal health, animal nutrition and healthy animal products,
as cow milk, involves a complex mulfidisciplinary research. In this sense, milk fatty acids
presence has acquired enormous interest due to their positive effects on human health.
Dairy milk is the main natural source of conjugated linoleic acid (CLA), a compound

with antitherogenic, anticarcinogenic and chlolesterol-lowering effects.

Nuftrition and feeding management of individual dairy cows can affect milk fatty acid

composition as it is responsible of the lipid intake of dairy cows.

There is a broad legislation about analytfical fechniques in order to guarantee the
tfraceability and labeling of food, but it is necessary to develop methodologies that are
able to analyze a high number of samples and promote an efficient control (e.g. fatty

acid analysis fo support diet influence research in milk fatty acid composition).

Experimental part lll.1 of the present Doctoral Thesis consists in the implementation of a
methodology to achieve the goal previously proposed for milk fatty acid analysis. The
study covers lipid fraction separation by centrifugation and ultracentrifugation and
fransmethylation/extraction optimization under acidic and basic catalysis and different
temperatures. Both processes were validated against reference methodology that

applies organic solvents for lipid fraction extraction.

GC-MS program used for chromatographic analyses was optimized for resolution of the
fatty acids of interest in the project (INIA RTA 2007 -0058, Incremento en el estdndar de
calidad de la grasa de leche de vaca: Enriguecimiento natural de CLA en leche segin
el manejo de la alimentacién). The results obtained showed no temperature effect on
the fatfty acids of interest. Room temperature methodology met precision and
accuracy criteria established by ISO15885/IDF184, after its validation using a reference

material.

In the experimental part lll.2, a one-step transmethylation/extraction methodology
applying microwave energy was developed as an alternative fo conventional
processes. Acidic (AD) and basic (BD) digestions were tested on two types of samples:
liguid mik for the acidic digestion and lipid fraction (obtained by

centrifugation/ultracentrifugation) aliquots for basic digestion. Experimental conditions
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were optimized in operation sequence, temperature, time and finally sample/solvent

ratio.

Results were statistically analyzed and the best conditions were chosen as follows: 50°C,
30 min and 0,5 g of liquid milk for AD and 50°C, 10 min and 40 mg of lipid fraction for BD.
Precision and accuracy were evaluated by comparison with a reference material
(butter fat). BD showed 80-120% accuracy for concentration lower than 0,05%, 920-110%
between 0,5-5% and 95-105% for values higher than 5%. AD showed lower accuracy for
C8:0, C10:0, C12:0, C16:0, C17:0, C18:0, 9c-C18:1, 9c12c-C18:2 y 9c11t-C18:2. Moreover,
BD met the ISO 15885/IDF184 requirements for repeatability and coefficient of variation.
However, AD did not meet them for several fafty acids, not only saturated (C14:0,
C15:0, C16:0 and C18:0) but also unsaturated fatty acids (9c-C16:1, 9¢c-C18:1, 9c12c-
C18:2, 9c12c15¢c-C18:3). From the basis of the results so obtained, BD methodology was
selected and its reproducibility was fested meeting the goals established by the ISO

norm requirements.

Experimental part .3 focuses on improving human diet nutritional improvement,
specifically for elder people. The influence of organic Selenium dairy ration
supplementation by a derivative from Saccharomyces cerevisice was studied
concluding that Its consumption will help to obtain a more equilibrated nutrition. The
effect of this Se supplementation on other trace elements in milk, as Zn, Cu, Co and |

was also studied.

This study was carried out with the experimental herd of SERIDA, with four different Se
supplementation dosages: DO without Se supplementation (confrol group), D1, D2 and
D3 with increasing Se supplementation on total mixed ration. Individual samples were
analyzed. The methodology applied for the analysis consisted on a microwave basic or
acidic digestion, in order to remove organic matter, followed by ICP-MS quantification.
Basic digestion was applied for | and acidic for Co, Cu, Se and Zn. Collision/reaction
cell was used for ICP-MS analyses and 59Co, 65Cu, 78Se, 66Zn y 1271 as isotopes for

quantification. Method validation was carried out using a certified reference material.

The results showed that the average Se content in milk rose quickly reaching on day 7,
100 % on D1 and 80% on D2 of steady-state level. Nevertheless, for the highest D3
dosage, Se level increased until the end of the experiment, it rose to 205 ng g-1 after 63

days of Se supplementation.

D2 and D3 dosages groups reached 15% of RDV for Se in the first experiment (8.3 ug Se
/100 ml milk). The Co, Zn and | contents did not show significant effects at any Se

supplementation level, however, Cu level decreased when Se concentration in milk
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increased. No antagonist behaviors were described at the moment, no bio- availability

interaction.

These studies summarized above were supported by robust analytical techniques with
excellent precision and accuracy values. These methodologies are necessary to

evaluate and optimize feeding strategies and production control.

In other hand, Precision Dairy Farming is a concept based on managing production
optimization in dairy farming. The need for control through the use of sensors and
information and communications technologies (ICT) emerges from this concept. NIRS
technology stands out as a high potential tool with high sensor capabilities. In spite of its
quick answer, NIRS methodology at line delays the results and it does not allow to use

the information provided for making quick decisions.

Milk needs, as perishable product, high speed analytical methodologies to provide
information about its composition, given that it is paid based on its quality. Experimental
part lll.4 describes the development and evaluation of NIRS models for milk

characterization in-situ (on-line).

Samples of raw milk from the SERIDA Milk Investigation Production Program were used
for the scanning optimization. Different simple milk pre-treatments were tested and
insfrumental conditions were optimized in order to get optimal spectra. Scanning was
carried out with a portable spectrophotometer MicroPHAZIR (1596 a 2396 nm) with

Imm wide cuvette and 17mm wide cuvette reflective aluminum.

NIR calibration equations were developed with spectra pretreatment and linear
multivariate regression models. The best results were obtained using the 17mm wide
cuvette, averaged of 80 scans and 3 specfra per sample. Equations stafistics so
obtained showed good prediction for fat, protein and fat free dry matter. Lactose

presented the lowest RSQ due to its narrow variability range.

After calibrations models were obtained, the transference from MicroPhazir SERIDA
instrument (Master one) to another similar MicroPhazir from the University of Cordoba
(slave one). Several cloning sets were developed in order to get the best spectral
adjustment between Master and Slave instruments, using 20 milk samples. Different
sample groups were used focusing on their GH, with only one sample (GH=0), with 10
and 20 samples. In ferms of RMS(C) values, 10 samples group showed the best results.
Transfer evaluation was carried out with 40 milk samples group. Standard error of
differences SED) were reduced in 85% for fat, 40% for protein and around 30% for

lactose and free fat dry matter.
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To summarize, the present work can be considered a summary of different analytical
strategies for characterization of milk, a basic component of human diet that

represents an important part of occidental diet, in order to improve and confrol its

quality.
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VI. TRABAJOS FUTUROS



SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Existe una valoracién creciente por parte de los consumidores, no sélo relacionada
con la cantidad sino también con la calidad de los alimentos a consumir. Mds audn,
hay una demanda creciente sobre aquellos productos identificados con una regiéon o
una tradicion determinada. Todo ello, redunda en un incremento de la diversidad de
la produccién agraria, y una reactivacion de la poblacion local en el medio rural. Mas
aun, en la actualidad en Espana existe una campana del MAGRAMA cuyo objetivo es
colaborar a favor del sector ldcteo para lograr un funcionamiento eficiente y
sostenible, de las cadenas de valor de la leche vy los productos Idcteos, mejorando la
percepciéon del consumidor de los productos Idcteos como productos de alto valor

nutritivo y calidad, y garantizando la sostenibilidad del sector a largo plazo.

El sector ldcteo, y la comercializacion de productos garantizados como Producto
Lacteo Saludable, exigen el desarrollo y la puesta a punto de herramientas analiticas
capaces de proporcionar al producto la garantia de calidad y autentificacion asi
como detectar actividades deshonestas o fraudulentas, tanto en lo referente a la

calidad como a la seguridad alimentaria.

En este contexto se hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias de andlisis
guimico-bromatolégico basadas mayoritariamente en el empleo de herramientas
complementarias imprescindibles para la autentificacidén de alimentos, algunas de las
cuales se recogen en la Figura 1. El andlisis de elementos traza e isdétopos estables
posee gran potencial en la identificacién del origen de las producciones. A lo largo de
sus vidas, los animales absorben cantidades considerables de elementos quimicos y
compuestos del medio ambiente, los cuales pueden seguir dos vias: la excrecién 6 la
acumulacién en sus tejidos. Estos compuestos se incorporan a la cadena alimentaria,
bien provenientes de los alimentos que el animal ingiere o del medio ambiente que le
rodea. Este aspecto es especialmente relevante en las producciones animales
extensivas, en las cuales, los animales pasan la mayor parte de sus vidas en el
medioambiente natural, consumiendo la flora local y alimentos procedentes de la
propia zona. Los elementos traza y los isétopos estables estdn en muy baja
concentracién, y la obtencion de resultados satisfactorios depende en gran medida
de la técnica analitica empleada siendo la recomendada para el andlisis elemental,
por sus caracteristicas: sensibilidad, selectividad, exactitud y precision, el ICP-MS, y

para la especiacidon de los metales la combinacién HPLC e ICP-MS.

El contenido en dcidos grasos de la leche responde a cambios en la dieta del animal.

Ha sido demostrado que un incremento del consumo de forrgjes lleva consigo el
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aumento del contenido en CLA, dcido Vaccenico y dcidos C18:3 Es por ello, la
incorporacién de nuevos alimentos y estrategias en podrian inducir un efecto de
relativa inmediatez sobre el perfil de dcidos grasos de la leche. La identificacion de
estas variaciones exige la utilizacion de técnicas analiticas de separacion
cromatografica, fundamentalmente la Cromatografia de gases (GC) con detectores
de Espectrometria de Masas o de ionizacién de Llama, y el HPLC para poder llevar a

cabo la resolucién de los dcidos grasos C18:2.

Avutentificacion delaleche

/ Origen de la Leche \

Isétopos estables
(H,O,C.N,S,Sr)
Elementos traza

ICP-MS
HPLC-MS

GC-FID, GC-MS
Acidos grasos
Compuestos voldtiles
Perfil microbiano

Estrategias de manejo
y alimentacion de los
animales

Figura XX. Herramientas y parédmetros para la autentificacion de alimentos.

Asimismo, la utilizacién de la informacion recabada en el desarrollo de las
metodologias propuestas anteriormente, permitiria desarrollar estrategias de control de
calidad y seguridad alimentaria basadas en el empleo de sensores NIRS portdtiles. Mds
aun se podrian evaluar la posibilidad de su uso para la deteccidén de desviaciones de
producto respecto al estdndar de calidad y/o seguridad. Se seleccionardn como
atributos para establecer los pardmetros de discriminacién entre aceptabilidad vy

rechazo en materiac de calidad vy seguridad alimentariac de la leche.
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