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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

El consumo humano de leche animal se remonta hasta hace más de 11 mil años, con la domesticación 

del ganado en Oriente Medio. El primer animal en ser domesticado fue la vaca, después la cabra y 

finalmente la oveja. Existen hipótesis que indican que esto supuso un gran cambio en los hábitos 

alimentarios de las poblaciones euroasiáticas, que pasaron a recibir aportes diarios de carbohidratos, 

haciéndose más resistentes a la diabetes tipo 2 y más tolerantes a la lactosa que otras poblaciones 

que accedieron más tarde a la ganadería. 

 

Con la revolución industrial, a partir de 1830, se posibilitó el acceso a leche fresca en las ciudades 

gracias a la mejora de los transportes hacia las zonas rurales. Posteriormente, se han creado nuevos 

instrumentos y técnicas en la industria lechera, siendo el más conocido la pasteurización, ideado por el 

químico agrícola alemán Franz von Soxhlet en 1886. Estas mejoras han conseguido un procesado más 

higiénico de la leche, y un tiempo de conservación más predecible (Wilbey, 1993). 

 

El consumo de leche hace de este alimento y de sus derivados una de las fuentes principales de 

nutrientes en la dieta humana, siendo el consumo promedio 92,9 kg/persona en 2013, y 

contribuyendo con un 30% a la cantidad de grasa de origen animal consumida en Europa Occidental 

(Coopa et al., 2014, Zhao et al., 2015). Por todo ello, se hace necesario llevar a cabo una 

caracterización de la leche, siendo importante conocer la composición en ácidos grasos de la leche, ya 

que además de tener relevancia para la salud (caracterización de su perfil de ácidos grasos), influye en 

el punto de fusión de la grasa de leche (y por tanto en la textura de productos derivados como la 

mantequilla o el queso) y en el precio que puede obtener por la misma el ganadero. 

 

La leche es el alimento de los mamíferos durante la primera fase de sus vidas, y les proporciona 

energía y componentes indispensables para su crecimiento. Una vaca alcanza la madurez sexual con 

siete u ocho meses, y es fecundada cuando tiene entre catorce y dieciocho meses. Tras un período de 

gestación de 9 meses (285 días), se produce el parto, y empezará a producir leche. La primera leche 

que se obtiene de una vaca tras el parto se conoce como calostro, y su composición difiere 

ampliamente de la leche que producirá unos días después (Macdonald et al., 1995). 

 

Antiguamente, las vacas producían únicamente la cantidad de leche que necesitaba un ternero para su 

crecimiento, unos 1000 L (Manual de Industrias Lácteas, 1996). Hoy en día, gracias a la mejora 

genética, existen vacas capaces de producir más de 9000L de leche por ternero, incluso habiendo 

ejemplares capaces de producir hasta 14000 L (Walsh et al., 2011). 
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1.1  - La Composición de la Leche 

 
La leche es una mezcla endocrina nutritiva de color blanco mate, más o menos amarillento en función 

del contenido en beta-carotenos de la materia grasa. La leche de vaca se puede estudiar como un 

sistema coloidal con tres fases (Manual de Industrias Lácteas, 1996): 

-Solución: Minerales e Hidratos de Carbono en agua 
-Suspensión: Sustancias Proteicas en agua 
-Emulsión: Grasa en agua 

 
 

La composición de la leche de vaca varía en función de la raza del animal, entre individuos, e incluso 

dependiendo de la dieta, pero se han establecido unos valores promedio y límites que se detallan a 

continuación en la Tabla 1.1: 

 

Tabla 1.1 – Composición media de la leche de vaca 

Constituyente Valor Promedio (%) Límites de Validación (%) 

Agua 87,5 85,5 – 89,5 

Sólidos totales 13,0 10,5 – 14,5 

Grasa 3,9 2,5 – 6,0 

Proteínas 3,4 2,9 – 5,0 

Lactosa 4,8 3,6 – 5,5 

Minerales 0,8 0,6 – 0,9 

(Fuente: Manual de Industrias Lácteas, 1996) 

 

La leche es secretada en la ubre de la vaca, compuesta de un tejido glandular que contiene un gran 

número de pequeñas vejigas llamadas alveolos, en cuyas paredes se encentran las células productoras 

de leche. Los capilares que salen de los alveolos convergen en conductos de leche que aumentan 

progresivamente de tamaño hasta converger en una cavidad situada encima del pezón conocida como 

cisterna de la ubre (o de la glándula), que puede contener hasta el 30% de la leche total de la ubre. 

Esta cisterna tiene una extensión que recorre el interior del pezón (cisterna del pezón) y termina en un 

esfínter que evita el goteo de leche y la entrada de bacterias. En la Figura 1.1 se muestra la 

representación esquemática de las estructuras secretoras y colectoras de leche. 
 

 
Figura 1.1 – Esquema de las estructuras secretora y colectoras de leche en la ubre de la vaca 
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1.2  - La Grasa de Leche 

 
La grasa es el componente de la leche que proporciona el mayor valor energético, y es responsable de 

muchas de las propiedades físicas de la misma. Está compuesta por triglicéridos, di- y mono- 

glicéridos, ácidos grasos (AG), esteroles, carotenoides, vitaminas (A, D, E y K) y otros componentes 

minoritarios o traza. Los triglicéridos, compuestos por glicerol (Figura 1.2) y tres moléculas de AG, 

representan más del 90% de la grasa de la leche. 

 

 

 
 

Figura 1.2 – Glicerol, la base de los triglicéridos 

 

Debido a que los tres AG que se unen al glicerol no tienen por qué ser los mismos, se puede dar una 

gran variedad de triglicéridos diferentes (hasta 400 tipos distintos), lo que la convierte en el alimento 

con la composición lipídica más compleja (Jensen, 2002). Los AG más abundantes en la leche de los 

rumiantes son el ácido palmítico, el oleico, el mirístico y el esteárico, que se pueden encontrar unidos 

al glicerol o libres, y se pueden clasificar en tres grupos en función de su cadena (Álvarez Nogal, 2004): 

 

-AG de Cadena Corta: Contienen entre 4 y 10 átomos de carbono 

-AG de Cadena Media: Entre 12 y 16 átomos de carbono 

-AG de Cadena Larga: A partir de 18 átomos de carbono 

 

En general en la leche se observan únicamente AG con un número par de átomos de carbono, debido 

al proceso de formación de los mismos. Los AG de cadena corta, y aproximadamente el 50% de los AG 

de cadena media, provienen de las células epiteliales mamarias, donde se producen mediante 

neosíntesis de acetato y beta-hidroxibutirato, precursor y proveedor de átomos de carbono para 

alargamiento hasta 16 carbonos en las células mamarias (Ácido palmítico, C16:0) y de 18 átomos de 

carbono en los adipocitos (Ácido esteárico, C18:0) (Salter et al., 2002). El resto de AG llegan a la 

glándula mamaria vía sanguínea provenientes de tejido adiposo y de la digestión y pueden tener 

número de carbonos impar (Moore et al., 1981; Gresti et al., 1993). 

 

Los dos ácidos grasos saturados principales son el palmítico (C16:0) y el esteárico (C18:0). Una parte 

de los mismos es objeto de desaturación y se transforma en palmitoleico (C16:1) y oleico (C18:1) 

(Salter et al., 2002). La composición en AG de la leche variará en función de la raza e incluso entre 

individuos, afectando a diferentes parámetros, como la dureza de la grasa: Si presenta un alto 

contenido en AG de punto de fusión elevado (p.e. ácido palmítico (C16:0)) será dura, mientras que si 

el contenido es alto en AG de punto de fusión bajo (p.e. ácido oleico (C18:1)) tendrá una consistencia 

más blanda (González Arrojo, 2015). En la Tabla1.2 se muestran los valores promedio de ácidos grasos 

en leche. 
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Tabla 1.2 – Valor promedio de Ácidos Grasos en leche de vaca (%: g AG por 100g AGs detectados) 

 

Ácido Graso % Ácido Graso % 

C4:0 1,61 C15:0 1,38 

C6:0 1,90 C16:0 ramificado 0,35 

C8:0 1,30 C16:0 32,31 

C10:0 3,25 C16:1 3,55 

C10:1 0,32 C17:0 1,11 

C12:0 3,66 C18:0 ramificado 0,50 

C12:1 0,12 C18:0 7,82 

C13:0 0,21 C18:1 22,44 

C14:0 11,28 C18:3 1,33 

C14:1 1,34 C20:0 0,15 
 

(Fuente: González Arrojo, 2015) 

 

 

 

1.3  - Ácidos Grasos y Salud 

 
Actualmente, las características nutricionales de los alimentos que componen la dieta humana cada 

vez son más tenidas en cuenta como estrategia para mejorar la salud (Parodi, 1999; Bauman et al.,  

2001 y 2006). De ahí que el interés de los consumidores por dietas enriquecidas en nutrientes con 

efectos demostrados en la prevención de enfermedades se haya visto potenciado. Más aún, las 

recientes normas nutricionales para humanos enfatizan la importancia de mantener una dieta 

equilibrada para reducir la incidencia de enfermedades no contagiosas, como la obesidad, la diabetes, 

el cáncer y las enfermedades cardiovasculares (Leaf et al., 2003; Jacobs et al., 2004). 

 

En este contexto, los lípidos adquieren una notable importancia como constituyente de la dieta 

humana actual. Ésta tiende a ser híper-calórica, fundamentalmente debido al exceso de grasas, 

además rica en AG saturados (AGS) que son factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares 

(Ascherio et al., 1996; Williams, 2000). Subjetivamente, existe una mala apreciación del consumidor 

hacia los productos de los rumiantes, entre ellos la leche, que se asume tienen un alto contenido de 

grasa. La grasa de la leche y los productos lácteos contribuyen de modo importante al consumo de AG 

y vitaminas en la dieta humana, y juegan un papel crítico en los atributos sensoriales de estos 

alimentos (Demment et al., 2004; Chen et al., 2004; Chilliard et al., 2004).  

 

La leche siempre ha sido uno de los alimentos naturales más completos desde el punto de vista 

nutritivo. Sin embargo, desde el punto de vista médico dietético, su valoración ha sido baja por la 

correlación establecida entre enfermedades cardiovasculares (ECV) y el consumo de grasas de origen 

animal; esto es, grasas saturadas, entre las cuales la grasa láctea destacaba por su alto contenido en 

AGS como el láurico, mirístico y palmítico conocidos por su acción hipercolesteromiante a resultas de 

la elevación en los niveles plasmáticos de lipoproteínas de baja densidad (LBD) (Grundy,1994). La 

grasa en leche típicamente contiene una alta proporción de AGS (70-75 %), AG monoinsaturados 
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(AGMI) (20-25 %) y cantidades pequeñas de AG poliinsaturados (AGPI) (5 %) (Lock, 2004). Menos del 

40 % de los AGS están considerados dentro de la categoría de ser poco saludables (Elgersma et al., 

2006). 

 

Sin embargo, esta valoración pudiera ser otra si tenemos en cuenta los atributos positivos de la grasa 

de la leche desde el punto de vista de la salud humana. La acción hipocolesteromiante de sus AG 

insaturados (AGI), en especial el oleico y el linoleico (Grundy, 1994), o la potencial acción 

anticancerígena del ácido butírico y de los esfingolípidos, según se desprende de las investigaciones 

realizadas con modelos animales (Parodi, 1999), así como los conjugados del ácido linoleico (CLA) y los 

AG omega3 ( 3), que suscitan enorme interés en la actualidad.  

 

Se denominan ácidos 3 a aquellos AG que presentan el primer  doble enlace en el tercer carbono de 

la cadena carbonada, comenzando a contar desde el carbono del metilo y no desde el carbono 

carboxílico (que sería la nomenclatura según normativa IUPAC). En la Tabla 1.3, se resumen las 

acciones atribuidas a los CLA y 3  en el organismo humano. 

 

 

Tabla 1.3 – Acciones beneficiosas para la salud atribuidas a los CLA y 3  en el organismo humano  

 

CLA 

Acción anticancerígena: inhibición del crecimiento tumoral 

Acción antiaterogénica: protección contra la ateroesclerosis 

Acción antilipogénica: limitación de la acumulación de grasas de reserva (efecto antiobesidad) 

Acción antidiabética: normalización de la tolerancia a la glucosa 

Acción inmunomoduladora: mejora la respuesta inmunitaria 

Acción mineralizadora del esqueleto 

Ácidos omega3 

Acción protectora frente a ciertos tumores comunes (mama y colón) 

Acción reguladora de los niveles plasmáticos de colesterol: prevención de las ECV 

Propiedades antiinflamatorias 
 

(Fuente: Álvarez Nogal, 2004) 

 

 

En la dieta actual tienden a consumirse en exceso AG Omega 6 (ω6 – Primer doble enlace en el sexto 

carbono de la cadena carbonada contando desde el carbono del metilo), debido a su presencia en 

productos de comida elaborada. Es importante no sólo el consumo de AG ω3 y ω6, sino que el 

consumo de ambos debe mantener una proporción adecuada (Simopoulos, 2002). El valor ω6/ ω3 

recomendado es 4-5/1 mientras que el que se observa en realidad es de 20-30/1, así que es 

recomendable aumentar el consumo de ω3. El enriquecimiento de la leche, bien con CLA, bien con 3, 

permitiría por un lado elevar la ingestión de ambos nutrientes en el ser humano, y por otro lado 

revalorizar las virtudes nutritivas de este alimento, potenciando su consumo. 
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Dado que los alimentos provenientes de los rumiantes (carne y productos lácteos) son la mejor fuente 

de AGPI, entre ellos los isómeros del CLA como el ácido ruménico (cis-9,trans-11,C18:2) (>90%) para 

humanos (Chouinard et al., 1999; Larsen et al., 2003), la atención actual está en incrementar la 

concentración de AG considerados estimulantes del bienestar y la prevención o retraso del desarrollo 

de estados patológicos  en los productos de los rumiantes. En principio, alterando el perfil de AG de la 

grasa consumida se disminuiría el consumo de AGS indeseables, y con ello se reduciría el riesgo de 

enfermedades, entre otras las cardiovasculares (Elgersma et al., 2006). En este sentido, la 

manipulación de la dieta del animal ha sido el punto clave para incrementar el contenido de CLA de los 

productos de los rumiantes (Jiang et al., 1996; Jahries et al., 1997; Lawless et al., 1998; Dhiman et al., 

2000), y continua siendo el principal intento de la investigación en nutrición animal para elevar el 

contenido de CLA en leche (Kay et al., 2004; Khanal et al., 2003, Morales-Almaraz et al. ,2009), carne 

(Griswold et al., 2003; Sackman et al., 2003) o huevo (Watkins et al., 2003; Cachaldora et al., 2008; 

Woods et al., 2009) entre otros alimentos. Esto ha impulsado a los investigadores y a la industria 

láctea al desarrollo de estrategias para alterar la composición de la grasa de la leche, disminuyendo su 

concentración de AGS, particularmente de 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 modo de alimentación  de las vacas lecheras frente a otras  dietas 

alternativas, constituidas por ensilados o raciones completas mezcladas (TMR), como fuente de 

enriquecimiento de ciertos AG en la leche producida (Morales-Almaraz et al., 2010 y 2011; Vanhatalo 

et al., 2009) 
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1.4  - Análisis de Ácidos Grasos en leche 

 
La grasa de la leche de vaca es uno de los alimentos más complejos en cuanto a la composición en 

ácidos grasos, ya que presenta un gran número y variedad, habiéndose identificado más de 400 AG 

diferentes (Jensen, 2002). Esto hace que sea necesaria una etapa de separación previa a la 

cuantificación (González Arrojo, 2015).  

 

La cromatografía de gases (GC) y la cromatografía líquida (HPLC) son las técnicas más comunes en el 

análisis de ácidos grasos (Chen et al, 2007). En ambos casos, las metodologías descritas para tal fin 

pueden resultar tediosas al necesitar numerosas y críticas etapas como son: a) extracción de los 

lípidos, b) metilación de los AG para transformarlos en los correspondientes ésteres metílicos (FAMES, 

“Fatty Acid Methyl Ester”, compuestos volátiles), y finalmente c) el análisis de los ésteres metílicos 

mediante una técnica cromatográfica que permita la separación de los distintos AG y su cuantificación 

(Araujo et al, 2008).  

 

 

a) Extracción de los lípidos 

 

La extracción de los lípidos forma parte del proceso de preparación de la muestra existiendo distintas 

estrategias analíticas descritas en la bibliografía (Moltó-Puigmartí et al., 2007). Puede realizarse 

mediante Cloroformo:Metanol 2:1 siguiendo la metodología de Folch et al., (1957) o mediante 

Diclorometano:Metanol 2:1 descrita por Chen et al.(1981), si bien la Norma ISO 14156:2001 describe 

la metodología de extracción de la grasa láctea siguiendo las etapas que a continuación se describen: 

a) Extracción inicial con la mezcla Etanol:Amoniaco 

b) Adición de una mezcla de Eterdietílico y n-Pentano. 

c) Separación de la fase orgánica. 

d) Eliminación de agua. 

e) Evaporación hasta obtener residuo seco.  

 

Sin embargo, estas metodologías requieren un tiempo que las convierte en inviables cuando el 

número de muestras es elevado. 

 

 

b) Metilación de los AG para transformarlos en los correspondientes ésteres metílicos 

 

Independientemente de la técnica utilizada en el análisis, GC o HPLC, se requiere una metilación de los 

ácidos grasos previa al análisis. Para llevarla a cabo, existen diversas metodologías empleando 

procesos de metilación basados en catálisis básica o ácida. En cada caso existen pros y contras que 

llevan a elegir una u otra en función de la matriz a tratar y los compuestos de interés a estudiar. 

 

No existe ningún método simple o combinación de métodos que permita preparar todos los ésteres 

metílicos de las diferentes clases de lípidos presentes y que al mismo tiempo no afecte a los dienos 

conjugados (AGPI) (Kramer et al., 1997). La composición de AG de la leche es compleja, como ya se ha 

descrito anteriormente (Jensen et al., 1991). No sólo existe una gran variedad en la longitud de la 
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cadena de carbonos (C4-C26), incluyendo AG ramificados, sino que también contiene diversos 

isómeros posicionales de los mono-, di-, y tri- ácidos grasos insaturados, algunos de ellos en muy baja 

concentración. De ahí la dificultad de preparar de forma cuantitativa los ésteres metílicos de esta gran 

diversidad de lípidos y ácidos grasos presentes en la leche. 

 

A modo de resumen en la Figura 1.3 se muestran esquemáticamente las características, limitaciones y 

ventajas de los tres tipos de catálisis que se pueden emplear en el análisis de AG: 

 
Figura 1.3 – Metodologías de metilación de ácidos grasos en leche 

(Fuentes: Moltó-Puigmartí et al., 2007; Park et al., 2001; Kramer et al., 1997; Alves et al., 2009; Mjos, 2005) 

 

 

c) Análisis de los ésteres metílicos 

 

En cuanto al análisis de los esteres metílicos obtenidos, la cromatografía de gases es la técnica más 

empleada (UNE-EN ISO 12966). Existen diferentes tipos de columnas capilares con fase estacionaria no 

polar, polar y muy polar que pueden ser usadas en el análisis de FAMES. Las columnas altamente 

polares de cianoalquilpolisiloxano han sido muy utilizadas en el análisis de mezclas complejas de 

isómeros posicionales y geométricos de ácidos grasos poliinsaturados. La fase estacionaria escogida 

100% cianopropil con base de siloxano es la más usada de todas ellas. La principal ventaja de estas 

fases estacionarias de alta polaridad, es su elevada capacidad de resolución para ésteres metílicos de 

ácidos grasos insaturados, en especial, para la separación de isómeros cis y trans (Alves et al., 2009). 

Sin embargo, la polaridad de este tipo de columnas muestra una fuerte dependencia de la 

temperatura, teniendo como desventaja una menor estabilidad térmica en comparación con otras 

fases estacionarias comunes (Mjos, 2005). Más recientemente, se han diseñado columnas para el 

análisis de ésteres metílicos de AG 3 y 6 como las fases polietilenglicol enlazadas (Omegawax 250 y 

320), que combinan las ventajas de una relativa alta resolución con una mayor estabilidad térmica. 
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Comparando los resultados obtenidos en ambos tipos de columnas para una mezcla de FAMES, se 

puede observar que existe una elevada correlación entre ambas columnas para la cuantificación de AG 

totales y los AG mayoritarios (coeficientes de regresión R2>0,99), sin embargo existen diferencias en 

cuanto a la cuantificación de algunos AG en particular, como son los isómeros cis-, trans- C18. 

 

Otra alternativa más reciente es el desarrollo de técnicas en el infrarrojo para la determinación de 

perfiles de AG en leche. Estas técnicas, comparadas con la metodología de referencia por GC, son 

rápidas, baratas (el coste del análisis es de 1:100 IR:GC) y multiparamétricas, y se emplean 

rutinariamente para análisis de grasa, proteína y otros parámetros considerados cuando se fija el 

precio de pago de la leche (Bogomolov et al., 2012).   

 

El método IR más empleado es el análisis en el IR medio (MIR), que puede analizar un gran número de 

muestras al día (más de 500 muestras/hora). Sin embargo, son instrumentos preparados únicamente 

para el análisis de leche líquida y costosos, con lo cual, sólo se consiguen análisis a un coste razonable 

cuando el número de muestras a analizar diariamente es elevado.  Por el contrario, la tecnología de 

infrarrojo cercano (NIRS) permite un menor número de análisis al día (150-200 muestras/día), pero el 

coste del equipo es menor (1:20 NIR:MIR) y no es específico de un solo producto (Coppa et al., 2014, 

Zhao et al., 2015). 

 

Las aplicaciones NIRS en leche líquida son complejas debido a que la presencia del alto porcentaje de 

agua en la muestra interfiere en los análisis, debido a la fuerte banda de absorción que presenta este 

componente en la región de absorción de los analitos, superponiéndose y limitando su detección. 

Además, la energía absorbida por el agua es termo-dependiente, debido a los enlaces mediante 

puente de hidrógeno entre moléculas, que alteran la constante de los enlaces covalentes O-H y la 

frecuencia de la banda de absorción. Un incremento de la temperatura causa una ruptura de los 

enlaces de hidrógeno por colisiones térmicas, resultando en un cambio del perfil de absorción 

(Thyholt et al., 1997).  

 

Para eliminar este problema la solución propuesta fue la deshidratación de las muestras, 

obteniéndose mejores resultados, en detrimento del tiempo de análisis que implica una media de 24 

horas debido al secado (Coppa et al., 2010; Andueza et al., 2013). El análisis de la leche desecada 

permitió emplear la tecnología NIRS para predecir sumas de AG y ratios (por ejemplo AGS, AG mono 

insaturados, AG poliinsaturados, trans-AG totales, trans-C18:1 totales, cis-C18:1 totales, CLA totales 

(Andueza et al., 2013, Stefanov et al., 2013).   
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1.5  - Fundamentos de la Tecnología NIRS 

 
El descubrimiento de la radiación infrarroja fue realizado por Friedrich Wilhelm Herschel en el año 

1800 cuando estudiaba el color responsable del calor de la luz solar dentro del rango visible del 

espectro electromagnético. Para ello, equipado con un termómetro y un prisma con el que separar los 

colores de la luz solar, pudo apreciar un incremento de la temperatura al colocar el termómetro más 

allá de la región del color rojo del espectro visible. A esta radiación invisible la denominó radiación 

infrarroja (Barton, 2002). No se desarrolló tecnológicamente e instrumentalmente hasta la década de 

los sesenta del siglo XX, por el grupo de investigación de Karl Norris en el Departamento de Agricultura 

de los Estados Unidos (Norris et al.,1965). La espectroscopía de reflectancia en el infrarrojo cercano 

(NIRS, por sus siglas en inglés Near Infrared Reflectance Spectroscopy) es una técnica espectroscópica 

vibracional basada en la región espectral del infrarrojo cercano que va desde los 770 hasta los 2500 

nm (longitudes de onda) o lo que es lo mismo desde los 12900 cm-1 hasta los 4000 cm-1 (número de 

onda). 

 

Las longitudes de onda correspondientes al infrarrojo cercano son las más energéticas de todo el 

rango del infrarrojo y por lo tanto, sus frecuencias características le proporcionan una serie de 

propiedades específicas. Estos pueden ser fenómenos de absorción en los que la energía 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 información sobre la muestra), o de transmisión, cuando parte 

de la radiación atraviesa la muestra completamente, saliendo por el lado opuesto a la fuente de luz. 

No obstante, también ocurren fenómenos de pérdida de energía por refracción, reflexión especular, 

en la que la radiación llega a la superficie y es reflejada sin llegar a penetrar en la muestra y por tanto 

no tiene información sobre la misma al no interactuar con sus moléculas, y/o por último fenómenos 

de radiación dispersa (scatter) cuando la radiación no reflejada que penetra la muestra es dispersada 

en múltiples direcciones, viéndose afectada por el tamaño de partícula y el índice de refracción 

(Siesler et al., 2002) (Ver Figura 1.4). 

 

 
Figura 1.4 – Fenómenos de interacción radiación electromagnética-materia.  

(Fuente: Adaptado de Clinuvel Pharmaceuticals, 2010) 

 

Interacción materia - radiación

Reflectancia especular Reflectancia difusa Scattering (luz dispersa)

Absorción Transmitancia Refracción
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La técnica NIRS, como técnica espectroscópica vibracional, se basa en vibraciones moleculares que se 

producen al incidir una determinada frecuencia en la molécula; esa frecuencia activadora dependerá 

de la fuerza del enlace químico entre átomos (fundamentalmente CH, NH, OH y CO), sus masas 

atómicas y las interacciones intermoleculares.  

 

Los modos de vibración más importantes se engloban en dos grandes grupos: aquellas vibraciones de 

tensión (stretching), tanto simétricas como asimétricas y las vibraciones de flexión o deformación 

(bending), ya sean en el mismo plano o fuera de él. En la Figura 1.5 aparecen esquematizados algunos 

modos de vibración.  

 

La energía absorbida incrementa la energía de los modos de vibración de las moléculas a través de tres 

mecanismos diferentes: 

 

 Sobretonos o armónicos de las vibraciones fundamentales existentes en la región del 

infrarrojo medio, los cuales son múltiplos aproximados de las vibraciones fundamentales. 

 Combinación de dos o más vibraciones fundamentales del infrarrojo medio. 

 Absorciones electrónicas, debidas al movimiento de electrones entre diferentes niveles 

energéticos. 

 

 

 
 

Figura 1.5 – Vibraciones moleculares de dos átomos frente a un átomo central. 

 

 

Un espectro NIR es una representación gráfica de la intensidad reflejada o transmitida por la muestra 

en función de las longitudes de onda. Dicho espectro está compuesto básicamente, por sobretonos y 

combinaciones de bandas que se caracterizan por ser bandas anchas, solapadas y de baja intensidad, 

que a diferencia de la región del infrarrojo medio, no pueden ser interpretadas o asignadas a un 

compuesto químico determinado. No obstante, las bandas en la región NIR están dominadas por 

+ +

+ -

symetrical stretching: los átomos se

acercan y se alejan simultáneamente

del centro

asymetrical stretching: un átomo

se acerca al centro y otro se aleja

bending scissoring: movimiento 

de tijera en el plano

wagging: movimiento de 

balanceo fuera del plano

rocking: movimiento de 

torsión en el plano

twisting: movimiento de

aleteo fuera del plano
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enlaces moleculares del tipo X-H donde X puede ser un átomo de C, un nitrógeno N, un oxígeno O, un 

azufre S o grupos C=O, que dan una huella físico química única para cada material analizado (Williams 

et al.,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, tamaño de 

partícula, etc., que pueden producir efectos multiplicativos y/o curvaturas de la línea de base. Por otra 

parte, el espectro puede estar sometido a otras fuentes de error, las relacionadas con el instrumento 

(relación señal/ruido, precisión en la longitud de onda, linealidad de la señal, tipo de cápsula, etc.) y 

operacionales (preparación de la muestra, estrategia de calibración, modelos quimiométricos, etc.) 

aparte de las anteriormente citadas, relacionadas con la muestra.  

 

 

 

1.6  - Quimiometría, y su aplicación en la tecnología NIRS 

 
La Quimiometría es un término introducido por Wold (1972), que lo define como la disciplina de la 

química analítica que mediante el uso de métodos estadísticos, matemáticos y otros de lógica formal, 

diseña o selecciona procedimientos y experiencias óptimos de medida y/o trata de obtener la máxima 

información química relevante a partir de datos químicos.  

 

En la tecnología NIRS, la gran superposición de las bandas de absorción de los diferentes 

constituyentes presentes en la muestra, la gran cantidad de datos existentes y la elevada información 

redundante (colinealidad), provoca una baja selectividad de los datos espectrales NIRS. Por ello es 

muy poco útil la aproximación univariante tradicionalmente empleada en el resto de técnicas 

espectroscópicas (Osborne et al., 1993; Naes et al., 2002). Siendo necesario el empleo de 

herramientas quimiométricas complejas en el tratamiento de los datos espectrales con el fin de 

obtener la información relevante (Geladi et al., 1995).  

 

En el caso de la tecnología NIRS se emplean los métodos de análisis multivariante para estimar 

cualquier propiedad de la muestra (físico-química, microbiológica, etc.) a partir de múltiples variables 

espectrales (valores de absorbancia a diferentes longitudes de onda) (ver Figura 1.6). 

 

El procesado de los datos espectrales requiere de la aplicación de algunas transformaciones 

matemáticas capaces de eliminar cambios de línea de base, cambios de pendiente y curvilinearidad de 

espectros, es decir, reducir la influencia de determinados factores físicos en el espectro. Las 

transformaciones matemáticas que generalmente se aplican, de manera individual o combinadas, 

incluyen el cálculo de: 

 

- Primera y segunda derivada (Osborne et al., 1993). Aplicando el concepto matemático de 

derivada a los datos espectrales, se reduce el efecto del tamaño de partícula, simplificando la 

correlación entre los datos espectrales a diferentes longitudes de onda y corrigiendo la línea de 

base del espectro. 

 

- Standard normal variate (SNV, Barnes et al., 1993, Rinnan et al., 2009). Es la transformación 

matemática de los espectros en log 1/R, cuya finalidad es reducir el efecto del tamaño de 
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partícula y la dispersión, que consiste en restar a cada valor original de absorbancia la media del  

espectro y dividir este resultado por la desviación típica del mismo. 

 

- Detrend (DT, Barnes et al., 1993). Es la aplicación de una función polinómica de segundo grado 

sobre los valores de reflectancia en log (1/R), para eliminar la curvatura lineal y cuadrática de 

cada espectro debidas a las diferentes presiones de empaquetamiento. 

 

- Multiplicaticative scatter correction (MSC, Isaksson et al., 1988). Su finalidad es reducir o 

eliminar las diferencias asociadas con la radiación difusa entre las muestras antes de efectuar la 

calibración. Consiste en una regresión lineal entre los valores espectrales de cada muestra, 

cuyas absorbancias son valoradas de acuerdo con su desviación estándar, y el espectro 

promedio. A cada valor de log (1/R) se le resta la constante de intersección y se le divide por la 

pendiente de la recta de regresión estimada. 

 

 

 
Figura 1.6 – Aplicación de la Quimiometría a la tecnología NIRS 

 

 

Los datos espectrales obtenidos de un instrumento NIRS, sometidos o no a algún tipo de tratamiento 

de los descritos previamente, pueden ser empleados tanto en análisis cuantitativo como en 

cualitativo. 
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1.7  - Análisis Cuantitativo 

 
Este tipo de análisis es el más extendido dentro de las aplicaciones de la tecnología NIRS y estima la 

concentración de un analito en una determinada muestra. Implica el desarrollo de una ecuación 

matemática, mediante el establecimiento de una relación entre los valores espectrales expresados 

como log (1/T) o log (1/R), siendo T=Transmitancia y R=Reflectancia, y los de un método analítico de 

referencia, en muestras de composición conocida. Este proceso se conoce con el nombre de etapa de 

calibración, a la relación matemática desarrollada se le denomina ecuación de calibración y el grupo 

de muestras de composición conocida se designa como colectivo de calibración o aprendizaje. Una vez 

establecida la ecuación de calibración, ésta permite predecir el contenido de otras muestras de 

características similares a las incluidas en el grupo de calibración (Shenk et al., 1995 y 1996). La 

obtención de las ecuaciones de calibración globales o universales de amplio uso, requiere el 

seguimiento de determinadas estrategias, que exigen un conocimiento científico específico, gran carga 

de trabajo y elevado coste inicial. 

 

El primer paso en el desarrollo de modelo de calibración es la creación del colectivo de calibración, 

que está formado por un grupo de muestras que deben ser analizadas mediante el método de 

referencia y NIRS. En una segunda etapa, hay que seleccionar las variables espectrales a considerar 

(longitudes de onda, componentes principales, etc.) y los pretratamientos de la señal espectral (SNV, 

D, MSC, etc.) para desarrollar a continuación el modelo matemático que relacione ambos tipos de 

datos.  

 

Existen diferentes métodos de regresión (Naes et al., 2002, Rinnan et al., 2009), siendo los más 

utilizados en las aplicaciones cuantitativas NIRS los siguientes:  

 

- Regresión lineal múltiple (MLR) 

- Regresión por componentes principales (PCA) 

- Regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS) 

 

 

La regresión MLR, lleva a cabo una regresión a partir de un pequeño número 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 correlación entre el valor de absorbancia a una longitud 

de onda determinada y el dato de composición química. 

 

Los métodos de regresión lineal PCA y PLS se asemejan en sus fundamentos ya que mediante ambos 

métodos se pretende generar nuevas variables, combinación lineal de los datos espectrales originales 

y emplear estas nuevas variables en el desarrollo de la ecuación de regresión (Shenk et al., 1995; 

Martens et al., 2000). Así, únicamente es considerada en el desarrollo de la regresión aquella 

información 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 análisis de regresión por componentes principales (PCA) emplea los valores de las componentes 

principales, que es un procedimiento matemático que calcula vectores ortogonales (independientes), 
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llamados factores o condiciones, para modelar los datos espectrales. La combinación lineal de varios 

términos permite una descripción completa de los espectros. En la práctica, las componentes 

principales describen la forma de los espectros. 

 

El análisis de regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS) construye unos factores, los cuales se 

seleccionan de tal forma que expliquen el mayor porcentaje de variabilidad, no solo en los datos 

espectroscópicos, como en el caso de PCA, sino asimismo la mayor variabilidad en los datos de 

composición química (Shenk et al.,1995; Naes et al.,2002). Es decir, PCA utiliza la información 

espectral sin tener en cuenta las características químicas relacionado con el espectro y PLS para el 

cálculo de las componentes principales de los espectros utiliza además la composición química de las 

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

recurrir a métodos de regresión no lineales. 

 

Durante el desarrollo de una ecuación de calibración 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 calibración. Siendo un paso fundamental durante el proceso 

de calibración, la detección de outliers o muestras “atípicas”, que se agrupan en dos grandes 

categorías: anómalos espectrales y anómalos químicos. 

 

Para la detección de anómalos espectrales, entre los métodos más empleados se encuentra el cálculo 

de distancias en espacios n-dimensionales, como puede ser la distancia de Mahalanobis o el 

estadístico leverage, y el cálculo 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 et al., 1995).  

 

Después de haber desarrollado una ecuación de calibración mediante alguno de los métodos de 

regresión existentes, su capacidad de predicción se determina con muestras que no hayan intervenido 

en la calibración. Este proceso se denomina etapa de validación (o validación externa), mientras que 

las muestras empleadas en dicha etapa se designan como colectivo de validación. Desde el punto de 

vista estadístico, la etapa de validación consiste en la comparación, mediante diferentes criterios 

estadísticos, del valor de referencia y el valor estimado NIRS (Massart et al., 1988). 

  



 

 16 

2. OBJETIVO 
 

 

Este Trabajo Fin de Máster se plantea con el objetivo general de proporcionar estrategias de mejora 

en la toma de decisiones en las explotaciones agro-ganaderas. Para ello, se propone desarrollar una 

metodología analítica basada en la reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) como herramienta de 

control de calidad, a tiempo real y a pie de campo, de la calidad de la producción láctea de las 

explotaciones ganaderas, utilizando un sensor NIRS portátil. Concretamente se focalizará en la 

cuantificación de los ácidos grasos de la leche mediante el empleo de un sensor NIRS portátil de 

tecnología electromecánica (MEMS – Micro-electro-mechanical system). 

 

Otros objetivos adicionales y relacionados con el desarrollo de este trabajo y la estrategia de análisis 

propuesta son: 

 

 La familiarización con los equipamientos utilizados equipos GC-MS, NIRS, entendiendo tanto 

su funcionamiento como el proceso de tratamiento de los datos obtenidos (software). 

 

 

 El desarrollo de modelos quimiométricos de regresión multivariante, para extraer la máxima 

información posible de los espectros NIRS y posibilitar la cuantificación de los ácidos grasos. 
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
 

 

Para el desarrollo de este trabajo, se han empleado un total de 61 muestras de leche cruda, 

procedentes de dos fuentes diferentes:  

 

1.- Vacas Frisonas del Programa de Investigación en Producción de Leche del SERIDA ubicado en 

Villaviciosa (Asturias). Estos animales se encuentran involucrados en ensayos de alimentación, 

con y sin pastoreo, alimentación unifeed vs alimentación disgregada, etc., estrategia que confiere 

una gran variabilidad a las características físico químicas de la leche. 

 

2.-Vacas seleccionadas aleatoriamente de ganaderías de Asturias, procedentes de explotaciones 

lecheras asturianas y con diferentes estrategias de alimentación. 

 

 

Las muestras se recogieron en tubos de plástico y se transportaron refrigeradas desde el punto de 

ordeño (la ganadería) al laboratorio. 
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3.1  - Obtención de Espectros NIRS de Leche 

 

 

Instrumentación 

 

En el desarrollo de presente trabajo se ha empleado un equipo portátil microPHAZIR Mod. 1624 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, MA, USA), con un peso de 1,8 kg, provisto de una pantalla 

LCD y baterías recargables a la red con una vida de 10 horas. Incluye un sistema electromecánico 

(MEMS) y una fuente de luz de tungsteno incandescente para la iluminación, siendo seguro para los 

usuarios y para la integridad de la muestra. Posee un único detector InGaAs de amplio espectro, lo 

que permite que sea un instrumento de bajo coste, con un consumo energético muy eficiente y una 

adecuada respuesta espectral. Es un equipo compacto con forma de pistola y con referencia integrada 

que posibilita una fácil calibración en la explotación agro-ganadera (ver Figura 3.1).  

 

Este sensor NIRS recoge la información espectral en un rango comprendido entre 1596-2396 nm a 

intervalos no constantes de aproximadamente 8 nm, con una ventana de muestreo que da una 

superficie de irradiación de 0,13 cm2. 

 

 

 
 

Figura 3.1 – Esquema del equipo NIRS portátil microPHAZIR™ RX Analyzer 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, MA, USA) 
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Análisis NIRS de Leche 

 

Una vez recepcionadas las muestras, éstas se atemperaron, se agitaron suavemente con el fin de 

homogeneizarlas sin romper los glóbulos de grasa, y se trasvasaron a la cubeta (Figura 3.2) para 

proceder a su análisis NIRS. La cubeta empleada en la recogida de la información espectral posee un 

paso óptico de 17 mm, con una pared de cuarzo (la de incidencia de la radiación) y otra de pared 

posterior de aluminio que refleja la radiación que ha ido incidiendo en la muestra y llega a la pared 

posterior, lo que permite medidas de transreflectancia (Foss, Ref. US-ISIH-0398). 

 

 
Figura 3.2 – Cubetas de cuarzo para análisis en trans-reflectancia de leche 

 

 

La recogida de la información espectral se realizó a partir de la exploración directa sobre la cubeta 

(Figura 3.3) en las condiciones instrumentales que se detallan a continuación: cada espectro NIRS es el 

promedio de la realización de 80 barridos utilizando como referencia el espectralón interno (Zafra, 

2014). Los resultados se recogieron como log (1/R) y se analizaron 3 submuestras diferentes de cada 

una de las muestras de leche. Todos los datos obtenidos se almacenaron en la memoria interna del 

equipo y se copiaron en formato “.csv” al equipo, donde se exportaron a Excel. 

 

 
Figura 3.3 – Toma de espectro NIRS con el equipo microPHAZIR, empleando una cubeta de trans-reflectancia  
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3.2  - Determinación del contenido en Ácidos Grasos de la Leche 

 

Instrumentación 

 

Cromatógrafo 

Se utilizó un equipo VARIAN 4000GC/MS. 3800 GC Control y 240 MS/4000 MassSpec Control. Varian 

Inc. MS Workstation System Control Version 6.9.2. Detector Ion Trap con fuente de ionización Impacto 

Electrónico (EI) y rango de masas m/z 50-500 en modo Scan. Módulo de inyección CombiPAL 

Autosampler, con jeringa de inyección de 10µL, que realiza 2 lavados pre- y post-inyección en Hexano 

(Ver Figura 3.4). 

 

Se llevó a cabo el análisis utilizando una columna CP-SIL88 (VARIAN) con fase estacionaria cianopropil 

de alta polaridad, altamente sustituida y no enlazada químicamente para separación de esteres 

metílicos de AG o FAME en el rango C6-C26 y separación de isómeros FAME cis / trans. 30 y 100 m, 

0,25 mm d.i., y 0,2 m de espesor. Con temperatura máxima de 225 ºC en régimen isocrático y de 240 

ºC en régimen programado. 

 

 
Figura 3.4 – Equipo GC-MS VARIAN 

 

 

 

Centrífugas 

Se emplearon dos equipos diferentes: 

Centrífuga Biofuge Stratos, Heraeus Instruments (Heraeus, Hanau, Alemania) 

Ultracentrífuga Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) 
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Reactivos 

 

Los reactivos empleados y su calidad se detallan a continuación: 

 

 Hexano J.T. Baker 95% pureza para análisis HPLC. Ref. 9304 

 Metilato de Sodio (Solución al 30% en Metanol) para síntesis. Merck. Ref. 8.18194.1000 

 Acetato de Metilo para síntesis. Merck. Ref. 8.09711.1000 

 Reactivo de Terminación: Ácido Oxálico dihidrato para análisis (Merck. Ref. 1.00495.0100) y Éter 

Dietílico para análisis (Merck. Ref. 1.00921.1000) en proporción 1g de Ac. Oxálico a 30 ml de 

Éter. Hexano J.T. Baker 95% pureza para análisis HPLC 2,5L. Ref. 9304 

 Patrones de esteres metílicos de referencia para la identificación de los AG en función de los 

tiempos de retención cromatográficos: 

 Ester metílico del ácido ruménico Methyl 9(Z),11(E) - octadecadienoate 98% 

pureza 25mg. MATREYA LLC. Ref.: MT-001255. 

 NuCheck  GLC Reference Standards 463. Mezcla de 52 ésteres metílicos. 

 NuCheck t10c12C18:2 methyl ester (UC-61-M). Ester metílico del ácido 

trans10cis12 C18:2.  

 

Para el proceso de metilación y extracción de esteres metílicos se han utilizado además tubos de pyrex 

de 20 mL con tapón de teflón con septum de goma, jeringas de 2,5 mL, filtros de PTFE 0,25 m y 25 

mm de diámetro y micropipetas de 200 L,  1000 L. 

 

 

 

Metodología de extracción-metilación de ácidos grasos en leche para su posterior análisis 

mediante GC 

 

La obtención de la fracción lipídica se realizó siguiendo la metodología de Feng et al. (2004) basada en 

la  extracción de la nata de la leche en dos etapas, centrifugación y ultracentrifugación.  

 

A continuación se muestra esquemáticamente el proceso seguido (Figuras 3.5 y 3.6): 
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A)  Extracción de la grasa de la leche 

 

Para llevar a cabo la extracción, es necesario realizar una primera centrifugación de leche a 17800 x g 

durante 33 minutos a 4 °C, para obtener la capa sólida de nata. A continuación se muestra 

esquemáticamente el proceso seguido: 

 

1    2    3 

 
 

Figura 3.5 – Etapas del proceso de extracción de la nata 

 

1- Toma de la muestra de leche y transvase a un tubo de centrífuga 

2- Centrifugación de 25-30 mL de leche a 17800 g durante 33 min a 4ºC. 

3- Recoger aproximadamente 1 g de la capa superficial (nata) en un eppendorf (esta nata se 

conserva congelada a -40 oC hasta proceder a su análisis). 

 

 

B)  Metilación de los ácidos grasos de la leche 

 

Para llevar a cabo la metilación de los ácidos grasos, se parte de la nata recogida en los viales 

eppendorf. Como paso previo a la metilación se realizó la ultracentrifugación de la nata contenida en 

los tubos eppendorf a temperatura ambiente y 13.6 rpm durante 20 min. A continuación, se detallan 

pormenorizadamente cada una de las etapas del proceso de metilación:  

 

1    2 

 
 

Figura 3.6a – Etapas del proceso de metilación 

 

1- Pesar 40 mg de la capa superficial de grasa en un tubo pyrex de 20 mL con tapón de teflón 

para llevar a cabo la metilación. Se tomaron 2 tubos para cada una de las muestras (A y B) 

2- Adicionar de 2 mL de Hexano y 40 µL de metil acetato. Agitar cada tubo en el agitador Vortex 

hasta desaparición del sólido blanco (nata). 
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3    4    5 

 
 

Figura 3.6b – Etapas del proceso de metilación 

 

3- Adicionar 40 µL de metilato de sodio. Agitar durante medio minuto cada tubo y dejar 

reaccionar durante 10 min. Debe formarse una nebulosa blanquecina en ese tiempo de 

reacción. 

 

4- Adicionar 60 µL de reactivo de terminación. Agitar 0.5 min cada tubo. 

 

5- Centrifugar a 1500 rpm durante 5 min a 4 ºC. 

 

 

 

6    7    8 

 
 

Figura 3.6c – Etapas del proceso de metilación 

 

6- Tomar una alícuota de la capa orgánica superior, con cuidado de no tomar ningún sólido, y 

filtrar (usando filtros Agilent PTFE 0,2 µm) a un vial de 4 mL. Éste será el “Extracto”. 

 

7- Preparar las siguientes disoluciones: 

a. Disolución concentrada (DC) para cuantificación de minoritarios: 100 µL de Extracto  y 

3900 µL de Hexano 

b. Disolución diluida (DD) para cuantificación de AG mayoritarios: 420 µL de la disolución 

concentrada y 1400 µL de Hexano. 

 

8- Agitar cada disolución y llenar un vial ámbar para el análisis. 
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Análisis en GC/MS 

 

Tras la obtención de los esteres metílicos de los AG (FAME, Fatty acid methyl ester), el análisis 

cromatográfico se lleva a cabo utilizando las condiciones experimentales previamente optimizadas en 

la Tesis Doctoral de Amelia González Arrojo (2015) 

 

A modo de resumen, en la Tabla 3.1 quedan recogidas las condiciones cromatográficas utilizadas para 

la determinación de ácidos grasos en leche mediante GC-MS.  

 

 

Tabla 3.1 – Condiciones cromatográficas utilizadas en el análisis de los esteres metílicos de los 

ácidos grasos de la leche. 

 

Elemento Detalles 

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

Gas portador Helio flujo1mL/min 

Volumen inyectado 1 µL ; Split 1:100 

Temperatura Inyector 225 °C 

Programa de Temperatura 

Temperatura 

(°C ) 

Rampa 

( C/min) 

Isocrático 

(min) 

Tiempo 

(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 

     

Detector Masas Ion Trap 

Temperatura trampa 230°C 

Temperatura  línea de transferencia: 230°C 

Temperatura manifold 60 °C 

 

 

Cada una de las muestras diluidas (DD) se analizó por duplicado (A1D, A2D, B1D y B2D), obteniéndose 

4 resultados de cada una de las muestras de leche.  La muestra concentrada (DC) se inyectó una sola 

vez en el cromatógrafo, por lo que tendremos 2 análisis de cada muestra de leche (AC y BC). En total 

para cada muestra de leche se obtuvieron un total de (2 DD + DC) x 2 duplicados = 6 resultados, que se 

corresponden con las 2 submuestras de nata tomadas por cada muestra de leche. La cuantificación 

cromatográfica de los ácidos grasos presentes en la muestra se realizó en función del área del pico 

cromatográfico, y el contenido en ácidos grasos de la leche se expresó como porcentaje de AG sobre 

el total de AG identificados. 

 

La extracción de la información cromatográfica se llevó a cabo con el software Varian Workstation de 

Agilent (Santa Clara, California, USA), la identificación de los picos cromatográficos se realiza en base a 

los tiempos de retención y a sus respectivos espectros de masas, cuando comparamos la muestra con 

un patrón de referencia. 
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Tratamiento de datos para el desarrollo de los modelos cuantitativos multivariantes de calibración 

NIRS 

 

Para el tratamiento quimiométrico de los datos se utilizó el software The Unscrambler v9.2 (Camo, 

Noruega). Es un programa de análisis multivariante que proporciona acceso a muchas herramientas 

estadísticas poderosas y diseños experimentales para optimizar tanto productos o procesos. Este 

software nos permite llevar a cabo el pretratamiento de la información espectral NIRS y desarrollar 

modelos de regresión lineal PLS para lo cuantificación de los parámetros en estudio (AG en leche). 

 

Los estadísticos empleados en la evaluación, selección y validación de las ecuaciones de calibración 

fueron los siguientes:  

 

- Coeficiente de determinación de la calibración (R2
c) - Medida de la bondad de ajuste del 

modelo de regresión utilizado. Establece una correlación entre los datos primarios obtenidos y 

los predichos por las ecuaciones de calibración para un determinado parámetro. Se busca el 

valor de R2 más próximo a 1. 

 

- Error típico de calibración (SEC) - Error asociado a las diferencias existentes entre las medidas 

primarias obtenidas por los métodos de referencia y los resultantes del análisis NIRS para los 

parámetros analíticos determinados en las muestras utilizadas en la calibración, por lo que se 

requiere sea el menor posible. Dicho estadístico al ser únicamente un estimador del error del 

modelo quimiométrico empleado, suele sobrestimar la capacidad real de predicción de una 

ecuación (Shenk et al., 1995; Mark et al., 1991;  Naes et al., 2002). 

 

- Error típico de validación cruzada (ETP) - Error de los residuales para el colectivo de validación 

cruzada, el cual ha de ser el menor posible. El procedimiento de validación cruzada utilizado 

por el software selecciona el número de componentes del modelo de acuerdo al valor más 

bajo del error de predicción (SEP). 

 

- Coeficiente de determinación de la validación cruzada (R2
p) - Porcentaje de la variación 

existente en el grupo de validación cruzada que puede ser explicado por el modelo para el 

parámetro estudiado. Para este estadístico se pueden tener en cuenta los criterios 

interpretativos expuestos por Shenk et al. (1996) según los cuales: 

 

- R2
p> 0,90 indica que la calibración es excelente 

- 0,89 > R2
p> 0,70 la calibración se puede considerar buena 

- 0,69 > R2
p> 0,50, el modelo obtenido permitiría una adecuada discriminación entre las 

muestras de alto, medio y bajo contenido del parámetro en cuestión. 

 

 

El mejor modelo de predicción fue seleccionado atendiendo a criterios estadísticos, eligiendo aquellos 

con los menores errores típicos (SEC y SEP) y más altos coeficientes de determinación de calibración 

(R2
C) y validación cruzada (R2

p).  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
 

4.1  - Análisis de las muestras de leche mediante GC-MS: Obtención 

de los datos de referencia. 

 
Primeramente se llevó a cabo el análisis GC-MS, utilizando las condiciones experimentales 

cromatográficas detalladas en la Tabla 3.1, de un patrón mezcla de FAMEs. Este análisis nos permitió 

establecer los tiempos de retención para cada uno de los analitos a cuantificar. En la Figura 4.1 se 

muestra a modo de ejemplo el cromatograma obtenido del patrón de FAMEs analizado, y en la Tabla 

4.1 se detallan todos los FAMEs identificados con sus correspondientes tiempos de retención, 

marcando en azul los ácidos minoritarios y en rojo los ácidos mayoritarios, dejando en negro el resto. 

 

 

A continuación se creó un método cromatográfico de procesado que incluye los tiempos de retención, 

el intervalo de integración  (Figura 4.2 A) y el espectro de masas (Figura 4.2 B) de referencia para cada 

uno de los FAMEs identificados en el análisis del patrón, incluyendo los tiempos de retención de cada 

ácido graso, con un intervalo “Search” (en que se busca el máximo del pico y se comprueba la 

presencia de un fragmento de m/z representativo del ácido graso), y un intervalo “Integration” más 

amplio (en el que se permite la integración del pico). 

 

 
 

Figura 4.1 – Cromatograma del patrón de mezcla de FAMEs 
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Tabla 4.1 – Relación de Ácidos Grasos por Tiempo de Retención 

 

Fatty Acid Methyl Ester (AG) Tiempo de Retención (min) 

Caproic acid, methyl ester 11,857 

Heptanoic acid, methyl ester (C7:0) 12,670 

Caprylic acid, methyl ester 13,668 

Capric acid, methyl ester 16,693 

Undecanoic acid, methyl ester 19,061 

Undecenoic acid, methyl ester (C11:1) 22,226 

Lauric acid, methyl ester 22,331 

Dodecenoic acid, methyl ester (C12:1) 26,686 

Tridecanoic acid, methyl ester 26,895 

Tridecenoic acid, methyl ester (C13:1) 32,779 

Myristic acid, methyl ester 33,111 

Myristoleic acid, methyl ester 38,568 

Pentadecanoic acid, methyl ester (C15:0) 40,118 

cis-10-pentadecenoic acid, methyl ester 45,846 

Palmitic acid, methyl ester 47,443 

Palmitoelaidic acid, methyl ester (C16:1T) 50,753 

Palmitoleic acid, methyl ester (C16:1) 52,082 

Heptadecanoic acid, methyl ester (C17:0) 54,702 

cis-10-Heptadecenoic acid, methyl ester (C17:1) 59,234 

Stearic acid, methyl ester 61,756 

Elaidic acid, methyl ester (C18:1 c) 64,474 

Trans vaccenic acid, methyl ester (C18:1T) 64,827 

Petroselinoic acid, methyl ester (C18:1) 65,199 

Oleic acid, methyl ester (C18:1 c) 65,432 

Vaccenic acid, methyl ester (C18:1) 66,056 

Nonadecanoic acid, methyl ester (C19:0) 68,535 

Nonanoic acid, methyl ester (C9:0) 68,550 

4-Linolelaidic acid methyl ester (C18:2) 69,160 

Linoleic acid, methyl ester (C18:2) 71,311 

Nonadecenoic acid, methyl ester (C19:1) 71,534 

Arachidic acid, methyl ester (C20:0) 74,979 

G-Linolenic acid, methyl ester (C18:3) 75,561 

5-eicosanoic acid, methyl ester (C20.1) 77,086 

8-Eicosanoic acid, methyl ester (C20.1) 77,750 

Linolenic acid, methyl ester (C18:3) 77,970 

cis-11-Eicosanoic acid, methyl ester(C20:1) 78,218 

cis-11,14-Eicosadienoic acid, methyl ester (C20:2) 83,905 

Behenic acid, methyl ester (C22:0) 87,869 

cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid, methyl ester (C20:3n6) 88,462 

11,14,17-Eicosatrienoic acid, methyl ester 91,598 

Erucic acid, methyl ester (C22:1n9) 91,931 

Arachidonic acid, methyl ester (C20:4) 92,266 

cis-13,16-Docosadienoic acid, methyl ester (C22:2) 99,211 

Eicosapentaenoic acid ,methyl ester (C20:5) 101,298 

Lignoceric acid, methyl ester (C24:0) 103,709 

Docosatrienoic acid methyl ester (C22:3) 107,062 

Nervonic acid, methyl ester (C24:1) 107,470 

Docosatetraenoic acid, methyl ester (C22:4) 108,564 

Docosapentaenoic acid, methyl ester (C22:5) 116,102 

Docosahexaenoic acid, methyl ester (C22:6) 119,151 
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Figura 4.2 – Espectro de Masas e intervalo de tiempo de integración del Ácido Mirístico 

 

 

Una vez establecida la metodología de integración de la información cromatográfica se procedió al 

análisis de los AG de la leche previamente metilados, de acuerdo al procedimiento detallado con 

anterioridad en el apartado 3.2. A modo de ejemplo en la Figura 4.3 se muestra el cromatograma 

obtenido para una muestra de leche, en el que se han señalado algunos de los AG más significativos. 

 

 
 

Figura 4.3 – Cromatograma de una muestra de leche  

A 

B 

Patrón de referencia 

Muestra 
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Tras la obtención del cromatograma, es necesario realizar el procesado de la información 

cromatográfica, para lo cual se debe crear una lista de datos (Recalc List) para cada muestra, en la que 

se incluyeron los seis cromatogramas obtenidos para cada muestra de leche. La Recalc List se procesó 

y a continuación se procedió a la identificación y cuantificación de las áreas de los diferentes FAMEs 

presentes en la muestra de leche.  

 

Para cada réplica A y B, se cuantificaron todos los ácidos en las dos inyecciones de disolución de 

rutina. En la disolución para análisis de minoritarios se cuantificaron todos los ácidos excepto los 

mayoritarios (mirístico, palmítico, esteárico, elaídico, transvaccénico, petroselinoico, oleico y 

vaccénico). A partir de los datos obtenidos con las dos diluciones se obtuvo el área para cada ácido 

graso en las dos inyecciones de la disolución de rutina, y el promedio se estableció como el valor de 

referencia que se utilizó en el posterior desarrollo de los modelos de calibración NIRS, tratando de 

minimizar el error del dato de referencia. 

 

En la Figura 4.4 se muestra la distribución del porcentaje de ácidos grasos identificados en las 61 

muestras de leche involucradas en este estudio. Los resultados se han representado en forma de 

porcentaje de AG considerado el 100 % al total de AG cuantificadas en el cromatograma. La figura 

muestra una gran variabilidad en el contenido de los AG mayoritarios con porcentajes en el caso del 

ácido palmítico que varían desde el 25% hasta más del 50% y en el oleico entre un 5 y más de un 30%. 

Se ha obtenido asimismo una variabilidad elevada en los ácidos mirístico y esteárico, con valores entre 

7 y 15%. Estos resultados ponen de manifiesto la gran variabilidad en el contenido de ácidos grasos 

que presenta la leche, hecho que se podría relacionar fundamentalmente con los diferentes sistemas 

de alimentación del ganado vacuno que ha intervenido en la realización de este ensayo, tal y como fue 

demostrado con anterioridad en el trabajo de Morales-Almaráz et al. (2009). 

 

 

 
 

Figura 4.4 – Distribución de concentraciones (g Ag/100 g totales) de ácidos grasos en las muestras de leche 

analizadas  
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Los estadísticos de caracterización de la población para las muestras de leche, expresados en forma de 

g AG/100 g totales, se presentan en la Tabla 4.2. Como puede apreciarse, la población presentó gran 

variabilidad, para los ácidos grasos mayoritarios, con desviaciones estándar máximas para oleico, 

palmítico y esteárico (7,203; 5,138 y 2,202 respectivamente) y mínimas para G-linoleico, heptanoico y 

eicosapentanoico (0,011; 0,013 y 0,014 respectivamente). Por otro lado, señalar que hay algunos AG 

minoritarios fueron detectados sólo en algunas de las muestras (como por ejemplo el ácido elaídico o 

el dodecenoico), y AG minoritarios que no fueron detectados en la metodología GC-MS propuesta 

(como por ejemplo el ácido undecenoico o el tridecenoico) 

 

 

Tabla 4.2 – Estadísticos descriptivos de la Composición en Ácidos Grasos de la Leche (g AG/100 g AG 

totales) 

Ácido N Promedio Desv. Est. Máximo Mínimo 

Caproic 61 1,436 0,747 2,606 0,387 

Heptanoic 34 0,012 0,013 0,044 n.d 

Caprylic 61 0,878 0,127 1,140 0,575 

Capric 61 3,004 0,945 4,885 1,556 

Undecanoic 60 0,065 0,047 0,275 n.d 

Lauric 61 3,764 0,981 5,900 2,100 

Dodecenoic 57 0,087 0,039 0,182 n.d 

Tridecanoic 58 0,097 0,045 0,252 n.d 

Myristic 61 12,871 2,065 17,552 9,125 

Myristoleic 61 1,033 0,265 1,713 0,426 

Pentadecanoic 61 1,232 0,286 2,025 0,748 

Palmitic 61 37,985 5,138 52,884 27,622 

Palmitoelaidic 37 0,050 0,054 0,216 n.d 

Palmitoleic 61 1,335 0,564 3,038 0,578 

Heptadecanoic 60 0,487 0,169 0,848 n.d 

Stearic 61 11,637 2,202 16,624 7,158 

Elaidic 51 0,069 0,054 0,241 n.d 

Transvaccenic 60 1,378 0,895 3,769 n.d 

Oleic 61 19,490 7,203 33,858 6,484 

Vaccenic 58 0,436 0,193 0,904 n.d 

Arachidic 58 0,062 0,046 0,192 n.d 

Linoleic 61 1,555 0,552 3,661 0,277 

G-Linolenic 37 0,012 0,011 0,039 n.d 

Linolenic 61 0,683 0,587 1,996 0,071 

Rumenic 36 0,182 0,219 0,933 n.d 

C20:3n6 35 0,015 0,015 0,070 n.d 

Arachidonic 56 0,054 0,034 0,139 n.d 

Eicosapentaenoic 53 0,016 0,014 0,053 n.d 

Docosapentaenoic 40 0,015 0,017 0,068 n.d 
 

N: Número de componentes de la población, Desv.Est.: Desviación Estándar, n.d.: no detectado  
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4.2  - Creación de la base de datos de espectros NIRS para las 

muestras de leche 

 
Tras finalizar la recogida de la información espectral, con el equipo NIRS, se procedió a la exportación 

de la información espectral a un formato “.csv”, tal que nos permita detectar posibles espectros 

aberrantes o incluso falta de reproducibilidad entre las tres submuestras analizadas para cada muestra 

de leche. Para ello, se representaron gráficamente los espectros NIRS (Long. onda vs log (1/R)) para 

cada una de las tres réplicas de las muestras de leche analizadas, y se eliminaron aquellos espectros 

que se mostraron claramente diferentes (Figura 4.5).  
 

 
 

Figura 4.5 – Ejemplo de espectro aberrante (en azul) en tres submuestras de una misma muestra 

 

 

Una vez comprobado que los datos de cada submuestra eran comparables entre sí, se promediaron 

los valores para cada longitud de onda, obteniéndose un espectro promedio que representa a la 

muestra. En la Figura 4.6 se muestran los espectros promedio correspondientes a las 61 muestras de 

leche analizadas. 
 

 
 

Figura 4.6 – Distribución espectral de las muestras de leche 
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A pesar de que los datos espectroscópicos representados en la figura carecen de tratamiento de 

derivadas, se pueden reconocer ligeras bandas de absorción, relacionadas con proteína (2180 nm) y 

queso (2310 nm), así como las fuertes bandas del agua (1940 nm), que podrían interferir con la 

extracción de datos relevantes (De la Roza-Delgado et al., 2014). No obstante, se observa que todas 

las muestras presentan un espectro similar, pudiendo relacionar la variación en la línea de base con 

los procesos de dispersión de la luz o scattering que tienen lugar cuando la radiación NIR incide sobre 

la muestra. Para realizar la corrección de este efecto fue necesario aplicar las transformaciones 

matemáticas detalladas en el apartado 1.6 de este trabajo (SNV y derivadas). 

 

Una vez obtenidos todos los datos de referencia y seleccionada la información espectral 

correspondiente a cada muestra, el siguiente paso fue establecer una base de datos que incluya 

ordenadamente la información espectral y de referencia de todas las muestras involucradas en este 

estudio. Esta base de datos fue el punto de partida para el desarrollo de los modelos quimiométricos 

NIRS. 

 

 

 

4.3  - Desarrollo de modelos Quimiométricos para la predicción de 

ácidos grasos en leche. 

 
A partir de la base de datos generada que incluye espectros y datos de referencia, se llevó a cabo 

primeramente la importación de los datos en el software The Unscrambler y se seleccionaron la 

variables cuantitativas (AG) y las espectrales (100 columnas por muestra que recogen los valores de 

log (1/R) para cada una de las longitudes de onda analizadas, dada la resolución del equipo portátil 

utilizado). 

 

A continuación y tal y como se ha venido detallando a lo largo de esta memoria, se aplicaron a la 

información espectral las transformaciones matemáticas que nos permitieron mitigar las alteraciones 

espectrales debidas a la dispersión de la luz. Para ello se realizó un tratamiento en SNV. A 

continuación se realizó un tratamiento en primera derivada de Savitzky-Golay, llevando a cabo un 

suavizado anterior y posterior a la derivación de 4 puntos, y aplicando un polinomio de grado 2. La 

finalidad del tratamiento de derivación es corregir las absorciones relacionadas con el ruido de fondo, 

consiguiendo una mayor discriminación espectral, acentuando pequeñas diferencias entre espectros 

prácticamente iguales y aumentando la resolución de bandas espectrales solapadas, facilitando de 

este modo el análisis multivariable (Fernández-Cabanás, 2002). En las Figura 4.7 y 4.8 podemos ver 

comparadamente los espectros antes y después de aplicar el tratamiento de SNV + 1ª derivada. 
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Figura 4.7 – Distribución espectral de las muestras de leche en log (1/R) sin tratamiento matemático 

 

 

 
 

Figura 4.8 – Distribución espectral de las muestras de leche tras aplicar el tratamiento SNV 

 

 

 
 

Figura 4.9 – Distribución espectral de las muestras de leche tras aplicar SNV y 1ª Derivada [1.4.4.2] 
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La selección de los tratamientos matemáticos más adecuados para el desarrollo del modelo se realizó 

en base a una búsqueda bibliográfica, tomando como punto de partida el trabajo de investigación 

realizado por Andueza et al. (2013), en el que utilizando un equipo NIRS de laboratorio de elevadas 

prestaciones instrumentales (amplio rango de longitud de onda 400-2500 nm, resolución de 2 nm), 

obtuvo resultados satisfactorios para la cuantificación de AG por NIRS en leche con un equipo de 

laboratorio, con un tratamiento SNVD y primera derivada. 

 

En este Trabajo de Fin de Máster, la nomenclatura propia del tratamiento matemático aplicado sobre 

la información espectral se expresa mediante cuatro números separados por puntos (a.b.c.d), siendo 

el primer dígito (a) el orden de la derivada, el segundo y tercer dígitos (b y c) el número de términos a 

cada uno de los extremos del espectro que se promedian a la hora de tratar los datos, y el cuarto 

dígito (d), el orden del polinomio a utilizar. En el presente estudio se ensayaron dos tratamientos 

matemáticos: 1.4.4.2 y 2.4.4.2.  

 

Tras aplicar los tratamientos matemáticos a la información espectral, se procedió a desarrollar las 

calibraciones globales con las 61 muestras de leche incluidas en el grupo de calibración utilizando 

como método de regresión Mínimos Cuadrados Parciales (PLS), y validación cruzada con grupos 

aleatorios de 20 muestras para seleccionar el número óptimo de factores, con la finalidad de evitar el 

sobreajuste de los datos y estimar la capacidad predictiva de los modelos (Shenk et al., 1995). Se 

realizaron calibraciones individuales para cada uno de los AG presentes en la leche. 

 

A modo de ejemplo en las Figuras 4.10, 4.11, 4.12 y 4.13 se muestra la información obtenida para el 

ácido oleico al realizar la calibración PLS con el software Unscrambler. 

 

 

 
 

Figura 4.10 – Distribución de la población de calibración para el contenido en Ácido Oleico, tras tratamiento 

SNV (1.4.4.2), en función de los dos primeros componentes principales (PC1 y PC2) 

 

En la Figura 4.10 se observa la representación de la población de muestras en función de los 

componentes principales 1 y 2, que son los que más porcentaje de variabilidad de la población 

explican. Podemos ver, tal y como se ponía de manifiesto al evaluar los datos de referencia, que existe 
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una gran variabilidad espectral, si bien podríamos establecer dos grupos mayoritarios, quizás 

relacionados con el sistema de alimentación en base a pasto o mediante raciones completas y sin 

pastoreo animal (Moralez-Almaráz et al., 2010). 

 

 

 
 

Figura 4.11 – Distribución de los coeficientes de regresión en función de la longitud de onda para el Ácido 

Oleico mediante tratamiento SNV (1.4.4.2) 

 

En la Figura 4.11 se muestran los coeficientes de regresión para cada una de las longitudes de onda del 

espectro. Aquellas longitudes de onda con valores extremos serán las más representativas del modelo 

de calibración desarrollado. 

 

 

 
 

Figura 4.12 – Varianza Residual de la Validación para Ácido Oleico mediante tratamiento SNV (1.4.4.2) 

(Eje X – Número de Componentes Principales, Eje Y – Varianza) 

 

En la Figura 4.12 se representa la varianza residual frente a los componentes principales (CP) que 

entran a formar parte del modelo, se observa que el valor mínimo se alcanza con 9 CP y éstos serán 

los recomendados/seleccionados por el software para el desarrollo del modelo de predicción NIRS. 
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Figura 4.13 – Calibración (A) y Validación (B) para Ácido Oleico mediante tratamiento SNV (1.4.4.2) 

 

En la Figura 4.13 se muestran las correlaciones (R2
c , R2

p), líneas de tendencia (Pendiente), errores 

(SEC, SEP) de los valores medidos y los predichos mediante la Calibración (A), así como la que nos 

proporciona, la validación cruzada (B) que se llevó a cabo en el desarrollo de este modelo 

quimiométrico. Se observa que, al igual que en la Figura 4.8, aparecen dos grupos claramente 

diferenciados, relacionados con la gran variabilidad existente en el contenido de ácido oléico en la 

leche. 

 

Esta sistemática desarrollada para la calibración, mostrada en detalle para el ácido oleico, se realizó 

para todos los AG presentes en la leche y con dos tratamientos matemáticos, uno de primera (1.4.4.2) 

y otro de segunda derivada (2.4.4.2). En las Tablas 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6 se recogen los estadísticos de 

calibración obtenidos.  

 

 

Tabla 4.3 – Estadísticos de Calibración NIRS para la Predicción y Validación Cruzada de los Ácidos 

Grasos Mayoritarios (Concentración > 10%) con tratamiento SNV (1.4.4.2) (g AG / 100 g AG totales): 

 

Ácido   

Calibración Validación Cruzada 

N CP Pendiente R2c SEC Pendiente R2p SEP 

Myristic 59 5 0,541 0,541 1,414 0,463 0,362 1,704 

Oleic 59 11 0,750 0,750 3,607 0,672 0,555 4,946 

Palmitic 61 6 0,294 0,294 4,316 0,200 0,134 4,870 

 

N: Número de muestras, CP: Nº de Componentes Principales que proporciona menor Varianza Residual, 

R
2
c: Coeficiente de determinación de Calibración, SEC: Error Estándar de Calibración,  

R
2
p: Coeficiente de determinación de Validación Cruzada, SEP: Error Estándar de Validación Cruzada 
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Tabla 4.4 – Estadísticos de Calibración NIRS para la Predicción y Validación Cruzada de los Ácidos 

Grasos con concentración menor del 10% con tratamiento SNV (1.4.4.2) (g AG / 100 g AG totales): 

 

Ácido   

Calibración Validación Cruzada 

N CP Pendiente R2c SEC Pendiente R2p SEP 

Arachidic 56 3 0,552 0,552 0,030 0,460 0,421 0,034 

Arachidonic 58 7 0,311 0,311 0,027 0,186 0,108 0,032 

C20:3n6 61 7 0,700 0,700 0,008 0,633 0,543 0,011 

Capric 58 4 0,553 0,553 0,622 0,513 0,418 0,723 

Caproic 61 6 0,834 0,834 0,304 0,805 0,731 0,393 

Caprylic 56 4 0,420 0,420 0,100 0,331 0,276 0,113 

Docosapentaenoic 40 6 0,596 0,596 0,010 0,554 0,455 0,012 

Eicosapentaenoic 49 7 0,559 0,559 0,008 0,469 0,311 0,011 

G-Linolenic 37 3 0,372 0,372 0,006 0,304 0,248 0,007 

Heptadecanoic 59 5 0,478 0,478 0,115 0,413 0,346 0,130 

Heptanoic 61 9 0,636 0,636 0,008 0,459 0,312 0,011 

Lauric 57 8 0,672 0,672 0,551 0,597 0,450 0,745 

Linoleic 61 5 0,447 0,447 0,395 0,238 0,133 0,517 

Linolenic 60 6 0,791 0,791 0,270 0,757 0,703 0,324 

Palmitoelaidic 61 3 0,339 0,339 0,044 0,253 0,187 0,049 

Palmitoleic 60 4 0,500 0,500 0,399 0,458 0,301 0,499 

Pentadecanoic 56 5 0,626 0,626 0,154 0,595 0,490 0,184 

Transvaccenic 58 7 0,724 0,724 0,469 0,583 0,490 0,649 

 

N: Número de muestras, CP: Nº de Componentes Principales que proporciona menor Varianza Residual, 

R
2
c: Coeficiente de determinación de Calibración, SEC: Error Estándar de Calibración,  

R
2
p: Coeficiente de determinación de Validación Cruzada, SEP: Error Estándar de Validación Cruzada 

 

 

Tabla 4.5 – Estadísticos de Calibración NIRS para la Predicción y Validación Cruzada de los Ácidos 

Grasos Mayoritarios (Concentración > 10%) con tratamiento SNV (2.4.4.2) (g AG / 100 g AG totales): 

 

Ácido   

Calibración Validación Cruzada 

N CP Pendiente R2c SEC Pendiente R2p SEP 

Myristic 60 4 0,577 0,577 1,351 0,410 0,361 1,669 

Oleic 60 5 0,710 0,710 3,894 0,608 0,539 4,955 

Palmitic 61 5 0,353 0,353 4,133 0,199 0,128 4,907 

          

N: Número de muestras, CP: Nº de Componentes Principales que proporciona menor Varianza Residual, 

R
2
c: Coeficiente de determinación de Calibración, SEC: Error Estándar de Calibración,  

R
2
p: Coeficiente de determinación de Validación Cruzada, SEP: Error Estándar de Validación Cruzada 
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Tabla 4.6 – Estadísticos de Calibración NIRS para la Predicción y Validación Cruzada de los Ácidos 

Grasos con concentración menor del 10% con tratamiento SNV (2.4.4.2) (g AG / 100 g AG totales): 

 

Ácido   

Calibración Validación Cruzada 

N CP Pendiente R2c SEC Pendiente R2p SEP 

Arachidic 56 3 0,642 0,642 0,026 0,617 0,575 0,029 

Arachidonic 53 4 0,578 0,578 0,019 0,462 0,403 0,023 

C20:3n6 61 6 0,723 0,723 0,008 0,645 0,532 0,011 

Capric 61 6 0,792 0,792 0,431 0,636 0,513 0,679 

Caproic 60 5 0,859 0,859 0,280 0,817 0,755 0,373 

Caprylic 54 4 0,619 0,619 0,076 0,458 0,416 0,095 

Docosapentaenoic 40 4 0,569 0,569 0,011 0,516 0,437 0,012 

Eicosapentaenoic 53 3 0,490 0,490 0,009 0,431 0,376 0,010 

G-Linolenic 37 3 0,447 0,447 0,006 0,331 0,230 0,007 

Heptadecanoic 60 3 0,526 0,526 0,109 0,490 0,386 0,126 

Heptanoic 61 8 0,722 0,722 0,007 0,480 0,356 0,011 

Lauric 60 4 0,603 0,603 0,622 0,482 0,420 0,758 

Linoleic 59 3 0,359 0,359 0,428 0,203 0,114 0,522 

Linolenic 58 5 0,789 0,789 0,273 0,726 0,691 0,331 

Palmitoelaidic 61 3 0,416 0,416 0,041 0,322 0,248 0,047 

Palmitoleic 60 3 0,534 0,534 0,387 0,445 0,386 0,447 

Pentadecanoic 60 4 0,376 0,376 0,227 0,202 0,127 0,275 

Transvaccenic 59 3 0,542 0,542 0,603 0,514 0,416 0,694 

 

N: Número de muestras, CP: Nº de Componentes Principales que proporciona menor Varianza Residual, 

R
2
c: Coeficiente de determinación de Calibración, SEC: Error Estándar de Calibración,  

R
2
p: Coeficiente de determinación de Validación Cruzada, SEP: Error Estándar de Validación Cruzada 

 

Tal y como se ha detallado anteriormente, cuanto más cercanos a 1 sean los coeficientes de 

determinación (R2
c, R2

p), y cuanto menores sean SEC y SEP, mejor será la calibración. Atendiendo a 

estas consideraciones podemos comprobar que, en general, los resultados son ligeramente mejores 

para el tratamiento en segunda derivada (2.4.4.2) que para el de primera (1.4.4.2). Considerando 

como buenos calibrados los de aquellos AG que presenten un R2c > 0,7 y muy bueno para aquellos AG 

que además presentan un SEC < 0,25 obtenemos los siguientes resultados: 

 

- La calibración con el método de primera derivada (1.4.4.2) es buena para los ácidos oleico, 

transvacénico, caproico, y linolénico. Mientras que el ácido C20:3n6 presenta también un R2c 

> 0,7, no se puede considerar buena calibración, ya que el SEC es de 0,08 y el valor máximo 

obtenido de 0,07, suponiendo un error demasiado alto 

 

- La calibración con el método de segunda derivada (2.4.4.2) es buena para los ácidos oleico, 

cáprico, caproico, heptanoico, y linolénico, mientras que para el ácido C20:3n6 se da la misma 

situación que en el caso anterior. 
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Si bien no se ha encontrado bibliografía que permita la cuantificación de ácidos grasos en leche sin 

ningún pretratamiento y utilizando equipamientos NIRS portátiles, sí existen trabajos de investigación 

desarrollados con equipos NIRS de laboratorio de elevadas prestaciones (Foss NIRSystem 6500 y FT-

NIR Spectrum One). En ambos trabajos se evita la interferencia del agua, ya sea mediante un 

pretratamiento de deshidratación de la muestra (Andueza et al., 2013) o bien mediante extracción de 

la fracción lipídica de la muestra líquida por centrifugación (De la Roza-Delgado et al., 2010).  

 

Una evaluación comparada de nuestros resultados con los obtenidos en estos trabajos de 

investigación (Andueza et al., 2013; De la Roza-Delgado et al., 2010) pone de manifiesto que para 

algunos ácidos grasos como el araquídico, el caproico, el linolénico y el pentadecanoico, los resultados 

obtenidos con nuestra metodología arrojaron mejores coeficientes de determinación de validación 

cruzada. En la Tabla 4.7 se muestran comparadamente los resultados obtenidos para aquellos ácidos 

grasos cuantificados en los diferentes estudios. 

 

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la necesidad de incrementar la población de calibración 

para obtener resultados satisfactorios, puesto que en ambos trabajos de referencia se han utilizado un 

número de muestras más elevado, 436 muestras de leche de cabra (Andueza et al., 2013) y 142 

muestras de leche de vaca (De la Roza-Delgado et al., 2010), lo que mejora notablemente la calidad 

poblacional de los mismos. 

  

 

Tabla 4.7 – Comparación de los resultados de R2
p para los resultados obtenidos mediante SNV 

(1.4.4.2), SNV (2.4.4.2) y los obtenidos por Andueza et al., (2013) y De la Roza-Delgado et al. (2010) 

 

 

Leche Líquida  

(N=61) 

Leche Deshidratada  

(N=436) 

Crema de Leche  

(N=142) 

Ácido SNV (1.4.4.2) SNV (2.4.4.2) Andueza et al. De la Roza-Delgado et. al 

Arachidic 0,421 0,575 0,35   

Arachidonic 0,108 0,403 0,52   

C20:3n6 0,543 0,532 0,62   

Capric 0,418 0,513 0,78 0,70 

Caproic 0,731 0,755 0,62   

Caprylic 0,276 0,416 0,79 0,51 

Heptadecanoic 0,346 0,386 0,67 0,55 

Lauric 0,450 0,420 0,75 0,51 

Linoleic 0,133 0,114 0,42 0,61 

Linolenic 0,703 0,691 0,49 0,58 

Myristic 0,362 0,361 0,76 0,48 

Oleic 0,555 0,539 0,90 0,80 

Palmitic 0,134 0,128 0,81 0,61 

Palmitoleic 0,301 0,386 0,66   

Pentadecanoic 0,490 0,127 0,29   
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Haciendo una evaluación de acuerdo a los criterios interpretativos expuestos por Shenk et al. (1996) 

que se detallan en el apartado 3.2, podemos afirmar que: 

 

- Ácidos caproico y linolénico presentan unos estadísticos de calibración que permitirían su uso 

en rutina 

 

- Ácidos oleico, C20:3n6 y cáprico presentan una calibración que permitirá discriminar entre 

muestras con alto, medio y bajo contenido en el AG correspondiente. 

 

- Para el resto de AG es necesario incrementar el número de muestras y su variabilidad en la 

población de calibración para obtener resultados satisfactorios, que al menos nos permitan 

discriminar semicuantitativamente el contenido en cada AG. 

 

Los resultados menos satisfactorios han sido observados para los ácidos linoleico 1.4.4.2 (con un valor 

de R2
p de 0,133), linoleico 2.4.4.2 (R2

p= 0,114), palmitoelaídico 1.4.4.2 (R2
p= 0,187), pentadecanoico 

2.4.4.2 (R2
p= 0,127), palmítico 1.4.4.2 (R2

p= 0,134) y palmítico 2.4.4.2 (R2
p= 0,128). 

 

 

Los resultados ponen de manifiesto la capacidad de la metodología NIRS como alternativa a la técncia 

de referencia (GC-MS) para llevar a cabo la cuantificación de AG de una muestra de leche en tiempo 

real, sin realizar ningún pretratamiento, y por supuesto de una manera amigable con el 

medioambiente, sin necesidad de utilizar ningún reactivo contaminante.   
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5. CONCLUSIONES 

 
 

A lo largo de este trabajo se ha realizado una primera aproximación a la obtención de ecuaciones para 

el control de calidad a tiempo real  de la producción láctea de las explotaciones ganaderas utilizando 

un sensor NIRS portátil MEMS para cuantificar los ácidos grasos de la leche. 

 

La capacidad de los sensores NIRs portátiles para estimar los cambios de composición en los 

principales AG de la leche de manera individual, presenta resultados satisfactorios para algunos AG 

tal y como indican los estadísticos de calibración y validación de los modelos quimiométricos 

desarrollados. Posibilitando así, la implementación de esta herramienta en los sistemas de gestión en 

Ganadería de Precisión, puesto que proporciona información en tiempo real del contenido en AG, que 

podrían ser marcadores del tipo de sistema de alimentación y un posible pago por calidad.  

 

Pormenorizadamente podemos señalar que: los resultados nos indican que, para un cierto número de 

ácidos grasos (oleico, caproico, linolénico) es posible obtener una buena correlación entre los datos de 

referencia obtenidos mediante GC-MS y los espectros obtenidos por NIRS, de modo que es posible el 

análisis de ácidos grasos mediante esta técnica, siendo prometedor el estudio en este campo. Para el 

resto de AG será necesario incrementar la variabilidad (el número de muestras y su procedencia) con 

el fin de mejorar los estadísticos de calibración y validación obtenidos. 

 

Por ello, trabajos futuros incluirían la construcción de una base de datos con mayor número de 

muestras, para poder obtener ecuaciones más exactas y que permitan analizar un mayor número de 

ácidos grasos de forma simultánea minimizando los errores, así como una validación externa del 

modelo mediante el análisis de muestras ajenas al colectivo de calibración por NIRS y contraste de los 

datos predichos por NIRS con los valores de referencia determinado mediante GC-MS. 
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