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RESUMEN

Hoy en dia, la leche de una variedad de animales (burros, caballos, ovejas, cabras,
bafalos y vacas) se utiliza, no solo para la alimentacion infantil, sino también como
una importante fuente de nutricion general. En Colombia el consumo de leche no
bovina es muy bajo incluso para muchas regiones no se encuentran datos
estadisticos que reflejen el consumo de estas leches. Adicionalmente, la
autenticidad de la leche y los productos lacteos es importante en muchas regiones
del mundo y tiene repercusiones sanitarias, culturales y financieras extendidas. Por
lo anterior, la determinacion de los principales componentes de la leche es
importante en la industria de alimentos lacteos, para establecer el valor de la leche,
para informacion de los consumidores y para el control de calidad. Por lo tanto, se
requiere realizar una serie de andlisis de rutina, pero los métodos analiticos actuales
para el control de calidad de la leche son lentos, laboriosos y, por lo tanto, poco
practicos para su uso en el analisis rutinario de este producto por parte de la
industria lactea. La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
es una excelente alternativa, por ser una técnica rapida, no destructiva y que se
puede utilizar para el analisis cuantitativo de los componentes principales y obtener
detalles de composicion reduciendo significativamente el periodo de andlisis de
muestras y esta siendo utilizada actualmente en la industria lechera para predecir
el contenido de grasas y de proteinas. En este trabajo se realizé una evaluacion
espectroscopica de la leche de vaca producida en la finca Villa Marina'y se comparé
con la leche producida por diferentes especies de mamiferos (cabra, oveja y bufala),
utilizando ATR-FTIR acompafiada con métodos de analisis multivariado (PCA vy
HCA). Adicionalmente, se utiliz6 la técnica de espectroscopia de absorcion atdmica,
con horno de grafito y generacién de hidruros, para determinar la presencia de
metales pesados en las muestras, previa digestién asistida por microondas. Se
obtuvieron 12 bandas en la regién espectral entre 4000-600 cm™ a través del FTIR,
correspondientes a los grupos funcionales presentes en los lipidos, proteinas y
carbohidratos, estas bandas fueron integradas para la determinacién del porcentaje
de &rea relativo de cada uno de estos componentes. Se encontrd que en la leche
de oveja se halla el mayor porcentaje de area relativo de proteinas, lipidos y
carbohidratos. EI PCA discrimino correctamente la leche de diferentes especies,
mostrados la correlacion entre la leche de bufalina, caprina y bovina, lo cual
corroboro el HCA, describiendo el agrupamiento de estas muestras de leche vy
rectificando las diferencias con la leche ovina. Por ultimo en el analisis de metales
pesados por absorcién atémica se encontro la presencia de metales pesados (Cu,
Pb, Zn, Cd) en la leche de cabra, oveja y vaca en bajas concentraciones incluso por
debajo de las normas establecidas por autoridades internacionales como el codex
alimentarius y normatividad de Rumania.
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Palabras Claves: Espectroscopia FTIR, Analisis de componentes principales,
Andlisis de conglomerados jerarquico, Espectroscopia de absorcion atomica.

ABSTRACT

Today, the milk of a variety of animals (donkeys, horses, sheep, goats, buffalo and
cows) is used, not only for infant feeding, but also as an important source of general
nutrition. In Colombia the consumption of non-bovine milk is very low, even for many
regions there are no statistical data that reflect the consumption of these milks.
Additionally, the authenticity of milk and dairy products is important in many regions
of the world and has widespread health, cultural and financial implications.
Therefore, the determination of the main components of milk is important in the dairy
food industry, to establish the value of milk, for consumer information and for quality
control. Therefore, a number of routine analyzes are required to be performed, but
current analytical methods for milk quality control are time consuming, laborious and
therefore impractical to use in the routine analysis of this product for part of the dairy
industry. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) is an excellent alternative,
as itis a fast, non-destructive technique that can be used for the quantitative analysis
of the main components (biochemical profile) and obtain compositional details,
significantly reducing the period sample analysis and is currently being used in the
dairy industry to predict fat and protein content. In this work, a spectroscopic
evaluation of the cow's milk produced in the Villa Marina farm was carried out and
compared with the milk produced by different species of mammals (goat, sheep and
buffalo), comparing their biochemical profiles using ATR-FTIR accompanied with
methods of multivariate analysis (PCA and HCA). Additionally, the atomic absorption
spectroscopy technique, with a graphite furnace and hydride generation, was used
to determine the presence of heavy metals in the samples, after microwave-assisted
digestion. Twelve bands were obtained in the spectral region between 4000-400 cm-
L through the FTIR, corresponding to functional groups of fats, proteins and lactose,
whose absorbance’s were integrated to determine the relative percentage of each
of these components. It was found that sheep's milk contains the highest relative
percentage of proteins, fats and carbohydrates. The PCA correctly discriminated the
milk of different species, showing the correlation between buffalo, goat and bovine
milk, which corroborated the HCA, describing the grouping of these milk samples
and rectifying the differences with sheep milk. Finally, in the analysis of heavy metals
by absorption, the presence of heavy metals (Cu, Pb, Zn, Cd) was found in goat,
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sheep and cow milk in low concentrations even below the standards established by
international authorities such as codex Alimentarius and Romanian regulations.

Keywords: FTIR spectroscopy, Principal component analysis, Hierarchical cluster
analysis, Atomic absorption spectroscopy.

INTRODUCCION

La leche es la secrecidon de color blanco oscuro producida por las glandulas
mamarias de las hembras de los mamiferos, se estima que en Colombia 5,7% de
las personas consumen leche semanalmente. Para Norte de Santander se calcula
gue se consume 11.400 litros por semana de leche (Ministerio de salud y proteccién
social, 2010). La fuente primaria de leche es la familia de mamiferos bovinos (vaca),
estos se caracterizan por un alto consumo de alimento, por tal razén en paises como
Francia, Italia, Irlanda y en gran parte del continente africano se consume una gran
cantidad de leche de cabra, se estima que el 7,6% de la leche consumida en estos
lugares es de estas especies. A nivel mundial en el 2019 se produjeron 118,7
millones de toneladas de leche no bovina; entre las especies productoras se
encuentra el bufalo, la cabra, la oveja, el burro y el camello (Faye & Konuspayeva,
2019). La industria de la leche de cabra se encuentra en auge produciendo 218
millones de dérales a nivel mundial, este crecimiento es debido al aumento de
poblacion de cabras lecheras, datos recientes tasan que 50% de estos mamiferos
estan en éfrica, 24% en Europa, 6% en América latina, 3% en América del Norte y
el resto en el continente asiatico (Ocampo et al., 2016). En Colombia el consumo de
leche NO bovina es muy bajo incluso para muchas regiones no se encuentran datos
estadisticos que reflejen el consumo de estas leches. Adicionalmente, la
autenticidad de la leche y los productos lacteos es importante ya que tiene
repercusiones sanitarias, culturales y financieras.

La cantidad de leche producida debe ir ligada con la calidad, la alimentacion de los
hatos lecheros y las variables climaticas establecen un factor determinante en la
produccion de este alimento, debido a esto es necesario un monitoreo permanente
cualitativo y cuantitativo de la composicion de la leche (Andrade et al., 2019).
Actualmente la industria lactea utiliza métodos basados en cromatografia (Ahmad
et al., 2017), electroforesis (Aidawarti et al., 2019), inmunoquimica (Berzins et al.,
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2020), espectrometria de masas (Botelho et al., 2016) y técnicas volumétricas
clasicas. Si bien estos métodos brindan resultados de alta sensibilidad vy
selectividad, son costosos, exigen mucho tiempo, algunos demandan el uso de
reactivos quimicos toxicos, instrumentacion compleja y personal capacitado
(Barlowska et al., 2016). Por lo necesario es bueno tener métodos analiticos
alternos que sean limpios, eficientes y rapidos, que garanticen el correcto monitoreo
de los componentes principales de este producto, como la Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de Fourier acompafiada con Reflectancia Total Atenuada (ATR-
FTIR).

En ATR-FTIR se estudia la interaccion entre la radiacion electromagnética con la
materia, con lo cual se generan espectros que representan la “huella digital” de una
muestra, para determinar grupos funcionales mediante la variacion de la energia
vibratoria de atomos y moléculas. Se considera una tecnologia prometedora para la
industria alimentaria, que permite mediciones rapidas y no destructivas. Los
avances en el analisis de datos con la aplicacion de métodos quimiométricos, hacen
que esta tecnologia sea adecuada para un andlisis rdpido de grandes volimenes
de muestras e ideal para monitorear la leche (Chavez et al., 2018).

La quimiometria es una poderosa herramienta que transforma datos analiticos
complejos en informacion util, y técnicas como el Andlisis de Componentes
Principales (PCA) y el Andlisis de Conglomerados (HCA) (Cirak et al., 2018). EI PCA
es una herramienta cualificada que, reduciendo la dimensionalidad de los datos
originales, tiene como objetivo desarrollar modelos graficos capaces de separar
muestras de interés en diferentes grupos, segun similitudes. El HCA es ampliamente
reconocido como una herramienta muy poderosa para obtener mejor informacion
sobre las relaciones dentro del conjunto de datos (Layane et al., 2018).

El presente estudio evalud espectroscépicamente la leche de diferentes mamiferos
criados en la Granja Experimental Villa Marina de la Universidad de Pamplona y se
compararon con la leche de vaca, utilizando ATR-FTIR y las herramientas
quimiométricas PCAy HCA. Adicionalmente, se utilizé la técnica de espectroscopia
de absorcién atdmica con horno de grafito y generacion de hidruros, para determinar
la presencia de metales pesados en la leche, con el fin de buscar alternativas de
consumo a la leche bovina.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 LALECHE Y SU CONTENIDO

La leche es la secrecion de color blanco oscuro producida por las glandulas
mamarias de las hembras de los mamiferos, una de sus principales funciones es
nutrir las crias hasta que se encuentre en condiciones de digerir los alimentos
(Andrade et al., 2019). Ademas, protege el tracto intestinal de las crias de toxinas y
de posibles inflamaciones, cuando se habla de leche simple se refiere
genéricamente a la de vaca, en los otros casos se especifica el mamifero de la cual
proviene, en el caso de los humanos se denomina leche materna. La leche se
compone de un 87% de agua y un 13% de materia seca, de este pequefio porcentaje
de materia seca las proteinas son las de mayor presencia, proteinas como la
caseina, lactoalbumina, B-lactoglobulina, albimina, inmunoglobulinas y lactoferrina,
otra parte de este pequefio porcentaje son los hidratos de carbono, como las
glucoproteinas y oligosacaridos (Villares et al., 2012). Estos Ultimos son
combinaciones de varios monosacaridos los cuales son de especial interés por su
papel como probidticos en la alimentacion humana, en la tabla 1 se compara el
contenido de la leche de tres mamiferos con la humana.

Tabla 1

Comparacién de la composicion de varios tipos de leche

Contenido( %) Mujer Vaca Cabra Oveja
Agua 87 87 87 87
Proteina 1 3.2 29 5.3
Grasa 3.8 3.7 4.5 7.4
Lactosa 7 4.8 4.1 4.8
Sales 0.2 0.9 0.8 1
minerales

Nota. Reproducido de “ Introduccion a la quimica de los alimentos”. Owen R, F.,
& Tannenbaum R, S. (2017). Carolina del Norte: Instituto de Tecnologia de
Massachusetts.
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1.1.1 Proteinas en la leche

Las proteinas de la leche se han dividido en dos grandes grupos, por su estado de
dispersién, estos grupos son las caseinas que constituyen el 80%, el 20% restante
son las seroproteinas. La separacion de estas dos grandes familias de proteinas se
da por la alteracion del pH o por cambios en la temperatura, la separacion por
métodos quimicos se realiza con sustancias como la urea, una vez separada estas
dos familias se pueden seguir fragmentando en sus respectivos constituyentes. Se
utilizan técnicas como la electroforesis para realizar dicha separacion (Badui, 2016).

Caseinas:

Las fosfoglucoproteinas que precipitan de la leche descremada se denominan
caseinas, estas proteinas contienen tanto hidratos de carbono como residuos
fosfatos, debido a su fuerte carga eléctrica se considera muy estable en el seno de
la leche, el contenido de nitrégeno en esta proteina varia dependiendo de la fraccion
de esta, en la mayor parte el contenido es de 15,6%. Las moléculas de caseina se
encuentran en dos estados fisicos en la leche, en su mayor proporcién se
encuentran asociadas entre si formando micelas, una pequefia cantidad esta en
solucién (Badui, 2016). Los fragmentos de la caseina se pueden identificar por su
movilidad electroforética se han identificado cuatro partes principales como lo son
aS, B, k, Y, dentro de estas cuatros las ay Y tiene subdivisiones( aS1 ,aS2,aS3,aS54
y Y1,Y2,Y3,Y4), las propiedades de la caseina se pueden considerar comunes,
algunas de estas son: siempre mantienen una carga negativa que es estabilizada
gracias a la repulsidn que se genera entre ellas, estas cargas aparecen gracias a
un alto contenido de acido glutamico y aspartico, otra importante cualidad se
encuentra en su estructura primaria que se localizan en zonas con caracteristicas
apolares. Esto se puede deber a la mayor presencia de aminoacidos hidréfobos que
hidrofilos, otra propiedad importante es la facilidad para unirse electroestaticamente
esto es consecuencia de la gran cantidad de regiones cargadas, por ultimo otra de
las principales propiedades de la caseina es su facil interaccion con el calcio, la cual
se manifiesta por la presencia de regiones fosforiladas. Todas las caracteristicas
anteriores son las que determinan su estabilidad y solubilidad (Badui, 2016).

Proteinas del suero:
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El peso molecular de las proteinas del suero se han calculado entre 14.000 y
1.000.000 dalton, encontrando que estas proteinas son compactas, globulares,
estos dos factores las diferencian de las caseinas, se puede decir que las
seroproteinas son solubles en amplios rangos de pH, a pesar de su alta solubilidad
no se mezclan con las caseinas, al menos que haya sido tratado térmicamente. Al
igual que las caseinas estas proteinas se encuentran dividida en 8 fragmentos entre
las principales podemos encontrar: la B lactoglobulina, la a-lactalbumina, las
imoglubulinas y la albimina bovina, al exponer estas proteinas a cambios térmicos
son las primeras en desnaturalizarse, este fendmeno se produce por la hidratacién
de estas, al originar la desnaturalizacién le da paso a reacciones de oxidacion-
reduccion que se presenta por la liberacion de grupos sulfhidrilo. El valor nutritivo
de estas proteinas se considera superior debido a la mayor presencia de
aminoacidos y a la distribucion balanceada de estos comparadas con las caseinas
(Owen & Tannenbaum , 2017).

1.1.2 Lipidos en la leche

Los lipidos en la leche se encuentran compuestos en su mayor parte por los
triacilglicéridos, estos representan un 96% a 98% del total de este fragmento de la
leche, el resto del porcentaje se divide en fosfolipidos, acidos grasos libres,
colesterol, hidrocarburos y ésteres de esteroles. Los triacilglicéridos se caracterizan
por tener mas de 400 acidos grasos, si comparamos el contenido de acidos grasos
de algunos aceites como el de soya que solo contiene de 8-10 &cidos grasos, esto
convierte a los triacilglicéridos en una fraccion lipidica bastante compleja, algunas
de las razones por la que se da esta grasa tan compleja es a la alta actividad de la
microflora del rumen y a la sintesis celular. En estas grasas podemos encontrar
diversidad de acidos grasos como saturados, monoinsaturadas, poliinsaturados, de
cadena corta, mediana y larga, hidroxilados, ramificados, geométricos trans, entre
otros. El estado fisico de la leche esta sujeto a la relacion de los aminoacidos
anteriormente nombrados, las reacciones quimicas que afectan el sabor de la leche
se ven afectada por estas interacciones, como la que se da de acidos grasos
saturados a insaturados, las cuales aumentan directamente su sensibilidad a la
oxidacion (Faye & Konuspayeva, 2019).

1.2 CONTENIDO DE GRASAS Y PROTEINAS DE LA LECHE NO BOVINA

El bufalo es el animal lechero de tropicos himedos como la India, Pakistan entre
otros, en comparacion con la leche de vaca, la de este mamifero tiene un mayor
contenido de proteinas (en la tabla 2 se pueden apreciar el contenido de proteinas
y grasas de esta especie lechera), minerales y grasas. Entre los minerales se
destaca la alta concentracion del calcio, en el caso de los lipidos se encuentra mayor
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concentracion de acido butirico, un dltimo factor que se puede comparar es la
cantidad de leche que se requiere para preparar 1 kg de mantequilla, en el caso de
la vaca se requieren 14 kg de leche de vaca mientras que de bufalo se necesitarian
10 kg de leche (Faye & Konuspayeva, 2019).

En algunos paises de Africa como Sudan y Etiopia consideran a la cabra como la
vaca de los pobres, la produccién de leche de cabra representa un 40% del total de
la leche consumida en estos territorios. Si comparamos las micelas de proteina de
la leche de vaca contiene micelas pequefias en relacién con la cabra, en la parte
lipidica se encuentra mayor presencia de acidos grasos de cadena corta y media,
por ejemplo, el acido caprilico y caprico estan dos veces mas concentrados en la
leche de cabra que en la de vaca, este tipo de caracteristicas son relevantes al
utilizar esta leche para la elaboracion de queso (Faye & Konuspayeva, 2019).

En la cuenca del mediterraneo mas exactamente en Oriente Medio se concentra la
mayor cantidad de ovejas lecheras, la leche de esta especie comparte una gran
semejanza con la de bufalo. El contenido de proteinas, calcio, fosfato y magnesio
se encuentran en mayor proporcion en relacion con la leche de vaca, el contenido
de acidos grasos de cadena media se considera superior al de todas las especies
lecheras, al igual que la leche de cabra tiene un alto rendimiento en la produccién
de queso (Gaucheron, 2013).

En la zona de fauna estéril de Asia, que comprende territorios de Mongolia y Rusia
central, se consume en diferentes productos la leche equina, se puede afirmar que
esta leche es la mas diferente a la de vaca. Por el contrario su parecido con la leche
materna es tal que se utiliza para el desarrollo de formulas médicas para los recién
nacidos que no pueden recibir la leche de su progenitora, el contenido de proteinas
en especial caseinas es bastante bajo, se encuentra 10 g/L frente 25 g/L presente
en la leche de vaca (ver tabla 6), el contenido de lipidos es el mas bajo de todas las
especies lecheras anteriormente mencionadas; comparando la leche equina con la
bovina el contenido de triglicéridos es del 80% y 98% respectivamente (Gaucheron,
2013). Los é&cidos grasos poliinsaturados como el linoleico le dan a la leche equina
Su semejanza con la leche materna, en cuanto a los minerales esta leche presenta
bajo contenido en calcio con respecto a la leche bovina.

Castillo (2017) evaluo el perfil bioquimico de la leche por métodos instrumentales y
las propiedades organolépticas, estudiando el contenido de proteinas,
carbohidratos, lipidos, vitaminas, sales y minerales, en esta investigacion se realizd
una evaluacion espectroscopica de los lipidos, proteinas y carbohidratos presentes
en la leche de diferentes especies, el resultado de esta evaluacion es lo que
denominamos perfil bioquimico.

20



Tabla 2

Diversidad en la composicion de la leche no bovina, datos presentados en
g/L

Leche Lipidos Proteinas Minerales Materia seca
Vaca 35-40 30-35 7-9 110-130
Bufalo 60-80 45-60 9-11 180-200
Cabra 35-45 35-40 7-9 110-130
Oveja 50-80 45-60 8-10 160-200
Yegua 10-15 20-22 3-5 90-100
Asnal 3-18 15-18 3-5 88-95

Nota. Reproducido de “Composicion de proteinas y grasas de la leche de yegua: misma
nutricion”. Malacarne, M., Martuzzi, F., & Summer, A. (2002) Revista lactea internacional,

869-877.

1.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER

En analisis cualitativo de compuestos organicos, como los que contienen los
alimentos es muy comun utilizar la espectroscopia FTIR. El espectro vibracional de
infrarrojo de una molécula se considera su huella digital, este es Unico para cada
molécula (Rubison & Rubison, 2019). La absorcion en el infrarrojo se manifiesta
debido a los diferentes cambios energéticos producidos por transiciones
vibracionales y rotacionales. Como consecuencia de las rotaciones y vibraciones
las moléculas sufren un cambio en el momento dipolar, el momento dipolar esta
dado por la diferencia de carga y por la distancia que se presenta sobre sus centros
de carga. Producto de cambio en el momento dipolar se origina un campo que
interactta con el campo eléctrico de la radiacion, si la frecuencia de vibracién de la
molécula coincide con la frecuencia de la radiacion se promueve la absorcion de la
radiacion como consecuencia de un cambio en la amplitud de la vibracién molecular
(Skoog & Timoth, 2019).

En una molécula los atomos pueden tener distintas posiciones, estas se
caracterizan por sus constantes movimientos que son producto de un gran sin
namero de vibraciones y rotaciones alrededor de la molécula, dependiendo de la
cantidad de atomos presente en la molécula es posible identificar el nUmero y tipos
de vibraciones. Se pueden distinguir dos clases de vibraciones, las de tensién y
reflexion, las vibraciones de tension estan relacionadas con un cambio continuo en
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la distancia a lo largo del eje de enlace entre los atomos. Las de reflexion se
caracterizan por un cambio en el angulo de enlace entre dos atomos. Se pueden
distinguir cuatro vibraciones de reflexion las cuales son: de tijereo, balanceo, aleteo
y torsion (Skoog & Timoth, 2019).

El espectrofotdmetro infrarrojo trabaja con una pequefia cantidad de muestra esta
es colocada en una celda infrarroja, donde es sometida a una fuente de luz
infrarroja, la cual hace un barrido desde las longitudes de onda de 4000cm™! hasta
400cm™! (Ashraf et al.,2007).Para realizar estos procedimientos existen dos tipos
de equipos espectrofotometros dispersivos de red y equipos multiplex que emplean
la transformada de Fourier, que resultan adecuados para las medidas infrarrojas
cualitativa y cuantitativas, este dltimo funciona con base en el principio de
interferometro de Michelson, el cual plantea que un divisor es golpeado por la
radiacion y este enciende un haz de luz en dos partes iguales como si fueran
espejos semirreflejantes, estos dos haces interfieren con el divisor después de su
viaje de vuelta cuando son reflejados sobre otros dos espejos, uno colocado sobre
la trayectoria del haz original y el otro perpendicularmente, posteriormente al estar
la muestra sobre la trayectoria pasa a través de ella para llegar al detector FTIR. La
superposicion de los haces es medida como funcion de fases del espejo movil en
su desplazamiento respecto la posicion intermedia, la gréafica resultante se
denomina interferograma, la curva obtenida es tratada con el modelo matematico
de la transformada de Fourier, esta se constituye por el sumatorio de senos y
cosenos de las distintas frecuencias Opticas que componen la radiacién (Rubison &
Rubison, 2019).

Por el espectrofotdmetro infrarrojo se pueden pasar diferentes tipos de muestra en
distintos tipos de estados como gaseoso, liquido, sélido en muchos casos se le
adapta al equipo infrarrojo un accesorio de reflexiébn atenuada, su nombre lo recibe
por el principio al cual obedece su funcionamiento, la técnica de reflexion total
atenuada, mas conocida por sus siglas en inglés como ATR, su articulacion se basa
en la interaccién del haz infrarrojo de forma atenuada en la muestra(Rubison &
Rubison, 2019).

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es utilizada para las
pruebas de autenticidad de los alimentos y distintas matrices bioldgicas. Tiene la
ventaja de ser una técnica rapida y no destructiva (Silva et al., 2019) Es capaz de
ofrecer resultados incluso con una cantidad minima de muestra, ademas no requiere
sustancias o0 productos quimicos adicionales. La técnica ofrece ventajas en
comparacion con otros métodos en términos de ahorro de tiempo y precios. FTIR
es uno de los métodos utilizados para identificar composiciones quimicas y adquirir
informacion sobre sus propiedades. Al combinar los datos obtenidos por FTIR con
métodos quimiométricos, como el analisis de componentes principales (PCA), se
convierte en una robusta técnica analitica, para ser empleadas en estudio de
clasificacion y autenticacion de gran cantidad de productos alimenticios y matrices
bioldgicas(Botelho et al.,2016).
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1.3.1 Antecedentes del uso de la espectroscopia FTIR en la determinacion de
lipidos y proteinas en alimentos

Actualmente, las industrias de alimentos ponen importante énfasis en el control de
los ingredientes que componen sus productos finales, desde las materias primas
utilizadas, como la informacion de cada una de las etapas de proceso con relacion
a las transformaciones quimicas o fisicoquimicas que tienen lugar en los diferentes
ingredientes que participan en la elaboracion del producto final obtenido. Los
componentes mayoritarios presentes en los alimentos, tales como el agua, los
carbohidratos, las proteinas o los lipidos son medidos para establecer intervalos de
control. Pero se hace importante la rapidez en la obtencién de informacién para la
toma de decisiones Optimas y confiables. Por lo anterior, la técnica de FTIR-ATR
proporciona una buena alternativa para la deteccion de los componentes
mayoritarios en un producto, de manera rapida, confiable y efectiva, adicionalmente,
acoplada a quimiometria permite la determinacion de adulteraciones e impurezas
que puedan estar presentes.

La adulteracion de alimentos se ha convertido en una practica muy comun, la leche
y los productos lacteos frecuentemente son alterados afiadiendo proteinas de
origen vegetal y grasas de distintos animales. En paises desarrollados como la India
el consumo de leche ha aumentado debido al mejoramiento en el nivel de vida de
su poblacion, en este pais para el afio 2019, se espera que produzca
175.000 millones de litros de leche, casi el doble de lo que se espera que produzca
Estados Unidos, la segunda nacion productora de leche mas grande” tomado de
https://www.agronewscastillayleon.com/la-india-el-principal-productor-mundial-de-
leche. Existen épocas como el verano en la cual la produccion de leche disminuye,
la alta demanda del producto en esta nacién, provoca que algunos proveedores
inescrupulosos agreguen productos con caracteristicas semejantes, como la leche
de soja. En cuanto a proteinas y grasas, esta leche es muy parecida, algunas
diferencias claramente marcadas es su sabor caracteristico a frijol (Gabara & Konar,
2018). La soja es considerada uno de los principales alimentos alergénicos, en los
infantes produce problemas digestivos debido a la baja tolerancia de la proteina de
este alimento.

Las autoridades encargadas de la regulacion e inocuidad de los alimentos, han
planteado diversas técnicas para establecer la presencia de agentes adulterantes
en los productos lacteos, entre estas se encuentra la cromatografia de gases
(Gutiérrez et al., 2016), esta técnica se caracteriza por ser muy costosa, se necesita
un tratamiento sofisticado de la muestra, un operador profesional con salario
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elevado y el equipo requerido para esta técnica solo se encuentra en laboratorios
analiticos de alto costo. Una solucion alternativa a esta problemética es planteada
por Jaiwas et al. (2018) en su investigacién, en la cual proponen la espectroscopia
infrarroja como una técnica rapida, simple, sensible y econémica (no requiere
tratamiento de la muestra y no necesita reactivos) con la que se puede obtener
huellas dactilares bioquimicas.

En el estudio de Jaiwas et al. (2018) se tomaron 10 muestras de leche bovina y
bufalina en la granja GADVASU, campus PAU, Ludhiana, estas se mezclaron para
obtener muestras de alto contenido de proteinas, posteriormente se adulteraron con
concentraciones conocidas de leche de soja (2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 20%, 30% y
40% ). En la figura 1 se muestran los espectros obtenidos en este estudio, los cuales
se tomaron en un espectrometro FTIR con celda de cristal de diamante ATR
(longitud de trayectoria: 1,66 Im; Bruker, ModelAlpha, Alemania), los espectros
fueron estudiados en rango de longitud de onda de los 4000-500 cm™. Estos
investigadores reportaron claras diferencias en la absorcion en las bandas
correspondientes a los diferentes grupos amida, las muestras de leche adulteradas
mostraron depresion en las bandas amida lll, la cual corresponde a las vibraciones
de flexion N-H y al estiramiento N-C (1472-1239 cm-1). Otras bandas las cuales
mostraron menos absorbancia fueron las bandas Amida Il y |, estas se consideran
producto de la flexion en el plano del N-H y al estiramiento del grupo carbonilo C=0
respectivamente (1.560-1.553cm?, 1.680-1.631cm™?), como se puede visualizar en
la figura 1. Para la cuantificacion del porcentaje de adulterante, se utilizd el modelo
de regresion con minimos cuadros (PLS, por sus siglas en ingles), conjunto con
modelos de matematica descriptiva, encontrando el coeficiente de determinacion
cuantitativa 0,99 y 0,92 para la calibracion y validacion respectivamente.
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Figura 1. Espectros de diferentes muestras de leches adulteradas con leche de soja
(Jaiwas et al., 2018).

Los estudios espectroscopicos complementados con métodos quimiométricos
(Andlisis de componentes principales PCA y regresion de minimos cuadrados PLS),
se convirtieron en una herramienta poderosa para la clasificacién y evaluacién de la
calidad de los alimentos (Krzysztof et al., 2020). A continuacion se describiran dos
estudios donde se utiliza esta técnica para la evaluacién de la fuente proteica
(porcino, bovino y pescado) de la gelatina y la evaluacién de un suplemento lacteo

proteico.
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Figura 2. Espectro FTIR de la gelatina de pescado, gelatina bovina y gelatina
porcina (Cebi et al., 2016).

La investigacion realizada por Cebi et al. (2016) tuvo como objetivo plantear una
técnica espectroscoépica FTIR, para la autenticacion y diferenciacion de la fuente de
la cual proviene la gelatina, debido a que las técnicas cromatografias y gravimétricas
actualmente existentes tiene un costo elevado y requieren un tiempo considerable
para su ejecucion. Para su realizacidn prepararon 45 muestras de gelatina a
diferentes concentraciones (4%, 6%, 8% p/v). Los espectros FTIR los obtuvieron
con una resolucién 4cm™ con una acumulaciéon de 16 barridos, para estudiar la
variabilidad espectral de las muestras realizaron el andlisis de componentes
principales y el andlisis de conglomerados (software OPUS Version 7.2). Dentro de
los resultados obtenidos muestran el perfil bioquimico de la gelatina, exponiendo
bandas con intensidades idénticas en la region correspondiente a las proteinas y
carbohidratos, las bandas que resaltan de interés son las bandas amida I, Il y IlI
como se puede observar en la figura 2. El analisis jerarquico realizado por medio de
un dendrograma donde se elucidan dos grandes conglomerados, en uno de estos
se identifica las muestras de gelatina pesquera, el otro grupo tiene subdivisiones
donde encontraron la gelatina bovina y porcina agrupadas de forma distinta entre si
(figura 3), esto indica que la gelatina de pescado tiene claras diferencias de las otras
dos.
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Figura 3. Dendrograma de un analisis de conglomerados (algoritmo de Ward) de
espectros FTIR de un total de 45 muestras estandar diferentes de gelatinas de
bovino, porcinos y pescado (Cebi et al., 2016).

En el PCA encontraron una mejor discriminacion de las gelatinas como se puede
observar en la figura 4, las muestras de los tres tipos de gelatina las agruparon y
clasificaron segun su fuente.
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et al., 2016).
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El concentrado de proteina de suero (WPC) y el aislado de proteina (WPI) son
suplementos alimenticios, los cuales son enriquecidos con un 65% y 90% de
proteina en base seca, estos alimentos son consumidos por personas con
patologias especiales o deportistas de alto rendimiento, dado que en los ultimos
afios su consumo y popularidad ha aumentado, algunos fabricantes adulteran el
producto sustituyendo con proteinas de menor valor biol6gico o con sueros de leche
en polvo.

En la investigacion de Andrade et al. (2019) al igual que en los estudios
anteriormente nombrados buscan una técnica alternativa, la cual remplace la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de intercambio
ionico. El objetivo de su estudio fue utilizar la espectroscopia FTIR, junto con
métodos quimiométricos como PCA y PLS como una técnica la cual permita la
caracterizacion rapida y de bajo costo de muestras de WPC adulteradas con suero
de leche en polvo (MWP). La metodologia llevada a cabo por los autores consistio
en el andlisis de 38 muestras de WPC con diferentes porcentajes MWP. Los polvos
los mezclaron y agitaron con vértex, seguidamente pesaron una pequefia porcion,
las cuales compactaron con una prensa hidraulica para la toma de espectros FTIR.
Los espectros infrarrojos que obtuvieron se encuentra entre los 4000-400 cm?,
antes del andlisis de los espectros se les realiz6 un suavizado y normalizado (0,1),
los Softwares en los cuales hicieron los analisis y tratamiento de datos fueron
OriginPro 8.0, Minitab 16.1.1 y MS-Excel. Los resultados que mostraron en este
estudio correspondiente al andlisis de espectros infrarrojos, delimitan dos zonas de
interés, 3000-2800cm! la denominaron la zona de los lipidos y 1800-900 cm donde
se encuentran las bandas de las proteinas y carbohidratos.

En la figura 5 se muestra las bandas identificadas para cada una de las regiones
anteriormente nombradas entre estas destacaron las bandas Amida I, II, Il y las
bandas del estiramiento C-H, C-H (CHz) de las cadenas alifaticas de las grasas,
estas son las mismas identificada por el estudio de Jaiwas et al. (2018). Lo diferente
en este contexto es la discriminacion de la pureza del WPC. Esto lo llevaron a cabo
por medio de la medicion del porcentaje de area relativa bajo la curva de las bandas
anteriormente nombradas en los espectros, como se evidencia en la tabla 3, junto
con la figura 5 demuestran como el area bajo la curva de las banda disminuye a
medida que se aumenta el porcentaje de adulteracion MWP.
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Figura 5. Espectros infrarrojos FTIR de muestras de WPC adulteradas con MWP
(Andrade et al., 2019).

Respecto al PLS tomado por estos investigadores utilizaron un equipo Sprint para
la obtencion de los estandares con los cuales se realizo el modelo de minimos
cuadrados. Para todos los casos obtuvieron coeficientes de determinacion superior
a los 0,99. Como conclusién los autores afirman que “FTIR-ATR asociado a
herramientas quimiomeétricas se puede utilizar con precision en determinaciones del
contenido de proteinas y cantidad en gramos WPC” (Andrade et al., 2019).

Tabla 3

Area bajo la curva de regiones especificas de los espectros de las
muestras de WPC adulteradas con MWP, visibles en la figura 5

Muestra Area integrada
(A.U)
Carbohidratos  Amida Amida
(1135 cm™) (1712- [1(1585-147
1555cm-  5cm?)
1)
WPC(0%MWP) 2,65+ 0,03 14,7+0,3 11,7+0,2
20% de MWP  3,3%0,3 9,9 +0,3 8,0 0,3
40% de MWP 3,8 +0,2 6,9+02 5401
60% de MWP  3,4+0,1 33+0,1 23+0,1
80% de MWP  1,6+0,4 0,99+0,3 0,6+0,2
100% MWP 0,8+0,1 0,8+0,01 0,11+0,01
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Nota. Reproducido de “Determinacion FTIR-ATR del contenido de
proteina para evaluar la adulteraciéon del concentrado de proteina de
suero ”.,Andrade et al.(2016), Ciencia y Tecnologia de los Alimentos ,99

1.3.2 Andlisis de carbohidratos, lipidos y proteinas por FTIR-ATR

Carbohidratos

Los carbohidratos son uno de los componentes con mayor presencia en los
alimentos, dentro de su estructura se encuentran principalmente atomos de
carbono, hidrogeno y oxigeno, estos se clasifican como pectinas, almidones,
azucares y celulosas, siendo estos dos ultimos los mas utilizados en la industria de
los alimentos. El espectro infrarrojo presenta sus bandas caracteristicas en la zona
espectral de los 1200 y 900 cm™, en esta técnica se pueden analizar muestras
diluidas en aguay polvos finos, en la figura 6 se puede apreciar los espectros de los
principales azucares presentes en los alimentos. Estas fueron diluidas en agua y
posteriormente a las graficas espectrales le restaron el espectro del solvente
(Mondragoén, 2020). Numerosos autores como Kher et al. (2017), Rutten et al. (2018)
y Kaur et al. (2017) han recopilado distintas bandas caracteristicas de los principales
azucares presentes en los alimentos; en la tabla 4 se encuentra un resumen de las
diferentes frecuencias y nUmero de onda en cual se asignan estas bandas.

Tabla 4
Asignacion de picos en espectros de FTIR de varios estdndares de azlUcares
Azucar 1I\Iumero deonda (cm - Asignacion de banda
Glucosa 1)143 C-Hy O-H, flexién 2
1105 O-H, flexién
1073 lS:-O y C-C estiramiento, C-O-H, flexion
916 C-C estiramiento P
Maltosa 1362 O-H, estiramiento °
1146 C-0, estiramiento ©
1024 C-O vy C-C, estiramiento ¢
Fructosa 1343 O-H, flexion ¢©
1152 C-O, estiramiento ©
1080 C-O vy C-C, estiramiento 2
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1054 C-0O, flexién, C-O-H, estiramiento P

981 C-C-H, flexion ®
920 C-C, estiramiento en la piranosa 2
821 C-C, estiramiento 2

Nota a: Investigacion FTIR de polvos concentrados de proteina de leche deshidratada por
aspersion  Kher, A., Udabage, P., McKinnon, I., Naughton, D., & Augustin, M. (2017).
Espectroscopia vibratoria 44, 375-378.

b: Prediccién de la composicion de proteinas de la leche bovina basada en espectros infrarrojos
por transformada de Fourier. Rutten, M., Bovenhuis, H., Heck, J., & Arendonk, M. (2018).
Asociacion Estadounidense de Ciencias Lacteas 7, 5683-5690.

¢ : Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de los cambios fisicoquimicos
en la leche UHT durante el almacenamiento acelerado. Kaur, M., Chandrapala, J., Donkor, O., &
Apostolopoulos. Revista lactea internacional, 126-138.
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Figura 6. Espectro FTIR de muestras de diferentes azlUcares presentes en los
alimentos (Mondragon, 2020)

Lipidos

Los lipidos se encuentran en las grasas y aceites estos se utilizan cominmente en
la industria alimentaria, en su estructura quimica se encuentran atomos de carbono
e hidrogeno, en algunos casos azufre, nitrogeno y fosforo (Badui, 2016). Los aceites
se componen de acidos grasos mono y poliinsaturados, a temperatura ambiente son
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liquidos, con respecto a las grasas son solidas a temperatura ambiente, estas se
encuentran formadas de acidos grasos saturados. Los espectros FTIR-ATR de los
lipidos presentan bandas muy intensas que los hacen particulares y distinguibles en
el andlisis de alimentos, las zonas donde se presentan estas bandas son de 2950-
2800 cm?, las cuales estan relacionadas con el estiramiento C-H, otra banda
distintiva se encuentra en los 1740 cm™ correspondiente al estiramiento del grupo
carbonilo C=0O (Mondragén, 2020). En el estudio realizado por Rohman y Man
(2016), analizaron el espectro infrarrojo de un aceite de oliva extra virgen de marca
comercial, obteniendo su perfil bioquimico (figura 7).
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Figura 7. Espectro FTIR de una muestra de aceite comercial aceite extra virgen
(Rohman & Man, 2016)

Proteinas

Las proteinas son macromoléculas formadas principalmente por a aminoacidos
unidos mediante enlaces peptidicos, su estructura quimica estd compuesta de
carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno y en algunos casos fosforo. Las bandas mas
significativas en los espectros de alimentos ricos en proteinas son la Amida I (N-H
estiramiento), esta tiene una alta intensidad alrededor de los 1653 cm™2, seguida con
la misma intensidad en los 1567 cm™ la Amida Il (N-H balanceo) y con una
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intensidad mas deprimida la Amida Il (C-N, C=0 estiramiento) en los 1364 cm™. En
la figura 8 se puede observar el espectro de una muestra de proteina de soja en
esta se reflejan claramente las bandas anteriormente nombradas (Mondragon,
2020). Muchos autores como Kohler et al. (2010) han reportado los diferentes
modos de vibracidon correspondiente a lipidos, proteinas y lactosa en espectro de
diferentes alimentos y muestras biologicas como se puede observar en la tabla 5.
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Figura 8. Espectro FTIR de una muestra de proteina de soja (Mondragoén, 2020).

Tabla 5

Principales bandas reportados en muestras biolégicas y alimentos

Frecuencia Intensidad

(cm™)
3008 wW =CH Estiramiento lipidos
2959 M CHs Estiramiento asimétrico Lipidos
2923 S CH2 Estiramiento
asimetrico
2895 M CH Parte de grupos metino  Mezcla
2873 M CHs Estiramiento simétrico  Mezcla
2852 S CHz2 Estiramiento simétrico  Lipidos y proteinas
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1745 S C=0 Estiramiento Lipidos y proteinas

1693-1627 S-w Amida | Proteinas interaccién
con lipidos
1467 M OH de/ CH2 Tijera Lactosa y lipidos
1440 W CH Deformacion Proteinas
1415 M CH Balanceo Lipidos y lactosa
1400 W CH Deformacion Proteinas
1379 M CCH Balanceo Lipidos
1342 W CCy CO vibracion del Lactosa
enlace
1319 W CH2 Estiramiento fuera del Proteinas
plano
1304 W OH Deformacion Lactosa
1240 M Amida llII/OPO Mezcla
Estiramiento asimétrico/CO
1225 wW PO Estiramiento asimétrico Lipidos
1172 M CO Estiramiento Lipidos
1161-1096 M CO Estiramiento Mezcla
1074-1045 s-m CO Estiramiento simétrico Lactosa
966 wW Trans=CH Estiramiento Lipidos
894 M CH Deformacion Lactosa
786 M Vibracion Lactosa
721 M CH2 Tijera Lipidos

Nota. Reproducido de “ Andlisis de calidad de espectroscopia de leche. Manual de vibraciones”.|
Kohler, A., Kristian, N., Jgrgensen, K., Randby, A., & Martens, H. (2010). Espectroscopia 60, 6-
10.

1.4 METODOS PARA EVALUACION DE LA CALIDAD DE LA LECHE

Los humanos a lo largo del tiempo para satisfacer sus necesidades alimentarias han
domesticado animales como las ovejas, burros, camellos, cabras, bufalos y vacas,
utilizando la leche de estos animales como un alimento indispensable para su dieta.
Existen una gran cantidad de productos derivados de la leche, queso, mantequilla,
yogur, leche entera, leche desnatada entre otros, los cuales representan un sector
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de alto poder econémico. El consumo y produccion de lacteos van de la mano con
el nivel y calidad de vida de un pais (Kohler et al., 2010). La cantidad de leche
producida es determina por algunos factores, entre estos se encuentra la
alimentacion de los hatos lecheros y las variables climaticas, los cuales condicionan
la produccion de este alimento, debido a esto es necesario un monitoreo
permanente cualitativo y cuantitativo de la composicion de la leche. (Andrade el at.,
2019).

Los métodos gravimétricos, volumétricos y colorimétricos se caracterizan por utilizar
diferentes cantidades de sustancias inorganicas, solventes organicos y acidos
fuertes y ademas requieren un tiempo considerable para la determinacion de
proteinas y grasas en alimentos. El método de Kjeldahl se basa en la determinacion
de la cantidad de nitrdgeno organico contenido en los alimentos, se puede resumir
su metodologia en dos pasos, el primero la descomposicion de materia organica
afiadiendo acido sulfarico y temperatura, el segundo el registro de la cantidad de
amonico en la muestra con ayuda de sulfato sédico, sulfato de cobre y acido bérico
(Acevedo & Lopez, 2017). Otro método que se utiliza comunmente en la
determinacion de proteinas es el de Biuret, se requiere sulfato de cobre, hidroxido
de sodio y alcohol etilico en su metodologia. Para determinar grasas el método de
Gaber utiliza acido sulfarico y centrifugacion para la separacion de la grasa y su
posterior cuantificacion, los métodos instrumentales como los cromatografos utilizan
solventes organicos y equipos de alto costo (Ramirez, Vega et al., 2019). Debido a
la gran cantidad de reactivos y tiempo como se menciond anteriormente desde los
afios cincuenta y sesenta la espectroscopia FTIR se ha posicionado como una
herramienta rapida, de bajo costo y que no utiliza reactivos para la caracterizacion
de los componentes de la leche, incluso los productores de leche en colaboracion
con la AOAC desde 1980 desarrollaron la segunda generacion de analizadores
infrarrojos portatiles MilkoScan, el cual es utilizado para la determinacion cualitativa
y cuantitativa de grasas, proteinas y lactosa en leche (Vandevoort, 1980).

Ademas de la determinacion de los componentes principales de la leche, esta
técnica permite la caracterizacion de componentes minoritarios como la urea,
glicoproteinas (lactoferrina) y microorganismos (Rosch et al., 2013). Actualmente la
espectroscopia FTIR se considera una técnica que brinda una gran cantidad de
informacion, la cual también es multicanal, dentro de muchas de sus ventajas
permite el analisis intacto de la muestra (Nicolaou & Goodacre, 2018). Otra cualidad
gue hace esta técnica importante es su clasificacion como técnica analitica verde,
amigable con el medio ambiente, como se ha mencionado en multiples ocasiones
no consume solventes quimicos agresivos (Mondragén, 2020).
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1.5 LIOFILIZACION

La historia de esta técnica comenzd hace muchos afios atras en la antigua
civilizacion Inca, al ubicarse a 4.000 metros sobre el nivel del mar estaban en
permanente contacto con las bajas temperaturas, a las cuales congelaban algunos
de sus alimentos, una de las comidas favoritas de esta tribu era el chufio, esta es
una patata que dejaban en la tierra y durante la noche se congelaba, en el dia el
hielo se evaporaba sin pasar por el estado liquido (Clau et al.,2020). Esta técnica
ha sido utilizada para la conservacion de microorganismos como células, virus,
enzimas, vacunas, levaduras y consiste en la eliminacion de solventes (agua) por
medio de sublimacion, el calentamiento de las muestras se da en vacio, la muestra
es congelada y posteriormente sublimada, en el caso de los alimentos preserva su
vida util, sus propiedades organolépticas, mantiene la estructura fisicoquimica y no
necesita cadena de refrigeracion para su distribucion ( Ramires, 2006). La
industrializacion de esta técnica surgié por la necesidad que se dio durante la
segunda guerra mundial de conservar el plasma sanguineo y algunos antibiéticos
(Grauer et al. 2015).

Termodinamicamente las sustancias pueden cambiar de estado por medio de la
liberacibn o absorcion de calor a temperatura constante, el punto triple en un
diagrama de fases establece las condiciones de temperatura y presion a la cual se
produce la sublimacion, cuando el solvente de interés a retirar es el agua el punto
triple establece que la presién es de 4,58 Torr y temperatura 0,008°C (Kupletskaya
& Netrusov, 2011). Las etapas de la liofilizacion se pueden dividir en tres grandes
pasos:. congelado, secado primario en cual tiene lugar la sublimacion, secado
secundario en cual se lleva a cabo la desorcion, el paso de congelacién se puede
describir en varias etapas, en primer lugar, son generados los nucleos de
cristalizacion, estos son productos de subenfriamiento que se da al bajar la
temperatura, posteriormente la temperatura aumenta hasta alcanzar el equilibrio. El
altimo paso es el desprendimiento de los cristales de hielo puro, este
desprendimiento se da a una temperatura que se denomina eutética, por debajo de
esta temperatura existe el equilibrio entre el hielo y el soluto puro, en la tabla 6 se
puede apreciar como sucede el proceso de congelacion en los alimentos,
seguidamente se describiran los pasos finales del proceso, la desecacién primaria
y desecacion secundaria (Grauer et al., 2015).

Tabla 6

velocidad de congelamiento en los alimentos en el proceso de
liofilizacién

Congelacién rapida Congelacién lenta
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La temperatura de los La temperatura deseada se alcanza
alimentos  desciende en 3 a 72 horas (aparatos domésticos
aproximadamente unos de congelacion).

20°C en 30 minutos.

Cristales pequenos. Cristales grandes. En su formacion
causan ruptura de la membrana o
pared celular y estructuras internas.

Al rehidratarse Al hidratarse presentan textura y
conservan textura y sabor diferente al original.
sabor original.

Apariencia clara del Apariencia oscura del producto seco.
producto seco.

Se aplica en alimentos Se aplica en liquidos, ya que la
sélidos, ya que evita la formacion de cristales grandes
ruptura de la membrana favorece la presencia de canales para
o pared celular y el movimiento del vapor de agua.
estructuras internas.

Nota. Reproducido de “Puesta a punto de un protocolo de liofilizaciéon para
la creacion de bancos bacterianos Grauer, A., Grunberg , K., & Zardo, S.
(2015). Ciencia Universidad ORT Uruguay 22.

1.5.1 Secado primario

Como se habia mencionado anteriormente, en el punto triple los tres estados del
agua coexisten (liquido, vapor y solido), en este punto se puede evidenciar que a
presiones por debajo de la atmosférica el hielo puede pasar a vapor sin pasar por
liquido (punto triple figura 14). En el secado primario el agua abandona la muestra
en las condiciones anteriormente nombras de presion las cuales son inferiores a la
presion de vapor del agua. Es importante durante el secado primario el control de la
temperatura que establece el equipo, dicha temperatura debe ser alta, hasta el
punto donde no vaya a pasar al punto de fundicién de la muestra, esto evita la
pérdida de estructura de esta (Ramires, 2006).
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Figura 14. Diagrama de fase mostrando el punto triple para el agua (Ramires,
2006).

1.5.2 Antecedentes del uso de la liofilizacion

Salcedo et al. (2016) compararon la liofilizacidon con la congelacién a -80°C,
buscando identificar cual es la mejor técnica para el correcto almacenamiento de la
leche materna en los bancos de este alimento. Las mujeres donan su leche para los
infantes que por diferentes razones no la pueden recibir de su madre, en este
estudio evaluaron el contenido nutricional (grasas, proteinas y lactosa) y la actividad
bacteriana en 125 muestras de leche obtenidas de mujeres sanas (Banco de Leche
Humana de La Fe, Valencia Espafia). El procedimiento analitico lo ejecutaron con
un equipo Miris, Sweden, con su respectivo protocolo, como conclusion describen
la liofilizaciébn como la mejor técnica para el almacenamiento de la leche materna,
esta no disminuye el contenido nutricional ni la activada bacteriana, ademas no
aumenta el contenido microbiano nocivo. Por otra parte en el estudio de Ibrahim y
Khalifa (2015), analizaron los efectos de la liofilizacion sobre las propiedades
nutricionales de la leche de camello comparando con leche fresca de esta misma
especie. Los autores liofilizaron 25 muestras y determinaron proteinas, acidos
grasos y azucares por cromatografia de gases, siguiendo el protocolo establecido
por la AOAC 969.33, tanto para la leche seca como para la leche recién extraida,
dentro de los resultados estos investigadores encontraron que el contenido
nutricional de la leche no disminuyo por el contrario se encontr6 mayor contenido
de proteinas y grasas en la leche liofilizada que el reportado por la leche liquida.
Las investigaciones anteriormente nombradas ponen en evidencia que el congelado
y calentamiento suave, realizado durante la liofilizacion no desnaturalizan las
proteinas, ni afecta los acidos grasos presentes en la leche por lo tanto se puede
considerar una técnica inocua para el secado de este alimento.
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1.6 QUIMIOMETRIA

1.6.1 Espectroscopia de derivada

El solapamiento de bandas espectrales es muy comun en la espectroscopia
infrarroja, ademas de dificultar, imposibilita la identificacion de grupos funcionales,
esta problematica se puede resolver modelando la sefial experimental a través de
funciones teodricas, las primeras ideas sobre esto surgieron en 1953, cuando
algunos investigadores acufiaron la derivada de los espectros como una técnica que
le permitia determinar los cambios de los espectros y magnificar la estructuras de
las curvas (Moros Portolés , 2007).

La derivada tiene el gran beneficio de poder encontrar la pendiente de una curva
determinada en cualquier punto de esta, se presenta como una constante cuando
no hay cambios en la curva, la derivada es pequefia cuando la curva es plana,
cuando se tiene un cambio acelerado la derivada es grande. Dependiendo si este
cambio es creciente o decreciente la derivada puede ser positiva 0 negativa. La
derivada como operacién matematica calcula los cambios que sufre una variable
cuando otra variable relacionada es sometida a diferentes cambios. En la
espectroscopia de derivadas se mide la razén de cambio del espectro, que es la
misma pendiente de la absorbancia con una longitud de onda (Amazon et al., 2016).

En un espectro de absorcién como el gue se muestra en la figura 9, existen maximos
de absorcion, al aplicar la derivada a cada punto de esta grafica podemos calcular
el cambio de absorcion en cada uno de ellos (AA) en pequenos intervalos de
longitud de onda (A), al representar en una grafica la relacion de diferencial de
cambio de la absorbancia con el diferencial de cambio de la longitud de onda
(AA/AN) frente a la longitud de onda se obtiene el grafico de la primera derivada, al
realizarle el proceso anteriormente nombrado a la gréfica de la primera derivada, al
tomar el diferencial de absorbancia de la derivada A (AA/AA )/AN se obtiene la
segunda derivada de la curva(A2A/AN?) (Amazon et al., 2016).

Al observar la grafica se pueden establecer las principales caracteristicas como: el
punto maximo de absorcién que esta presente en la curva representa en cada una
de las derivadas un diferencial distinto, en la primera derivada corresponde a un
punto de anulacion, en la segunda derivada corresponde a un punto maximo, al
establecer los maximos y los minimos de las graficas se puede recordar que estos
corresponden a puntos de inflexion donde la derivada puede cambiar de positiva a
negativa, al analizar las graficas también se pueden detallar algunos tramos donde
la absorcion es constante, estos puntos se conocen como meseta, en estas mesetas
la derivada es cero tanto en la de orden primero como en la de segundo orden, otra
caracteristica que se da de la espectroscopia de derivada esta asociada a la ley de
Beer, partiendo del hipotético que esta se cumple, la relacién entre concentracion
absorcion también se cumple en la derivada (Castano, 1991).
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Figura 9: (1) Espectro de absorciébn normal, orden cero, (2) primera derivada,
segunda derivada (3) (Castano, 1991).

1.6.2 Correccién de linea base

Existen fuentes de variabilidad de alta y de baja frecuencia en una sefal medida,
dentro de las de alta frecuencia se puede encontrar el ruido. En las de baja
frecuencia estén las variaciones de linea base estas no tienen ninguna relacién con
las propiedades de interés (Macho, 2012). Los factores que afectan las variaciones
de lineas base los cuales pueden ir desde la forma en que se preparé la muestra,
el tipo de accesorio utilizado hasta la estabilidad térmica de la muestra, todos estos
factores son los culpables que la linea base se desplace y se incline. Las
herramientas con la cual se disponen para corregir la linea base son amplias, todas
ellas se caracterizan por utilizar un método matematico distinto a continuacion se
describe las més utilizadas (Moros, 2007).

1.6.3 Linea base entre dos puntos

Como su nombre lo indica en este tipo de correccidén se traza una linea entre dos
puntos, al igual que el método anterior, el software resta la contribucion de la sefal
del espectro segun la linea base establecida, de este modo se establece la medida
corregida (Moros, 2007).

1.6.4 Suavizado espectral (Smooth)

El ruido que se presenta en las graficas espectrales es muy molesto para la
interpretacion e identificacion de bandas, este puede ser reducido utilizando el
algoritmo de Savitzky-Golay, esta reduccion del ruido se designa como suavizado,
al aplicarlo este tiene un efecto de maquillaje en los espectros ademas de reducir el
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ruido puede distorsionar la intensidad de las sefales, en la figura 10 se puede
apreciar un ejemplo de este procedimiento (Macho, 2012).

(a)

()

1800 1600 1400 1200 1000

Mumero de onda (cm™)

Figura 10. Suavizado de espectro FTIR, (a) espectro original, (b) espectro
suavisado (Macho, 2012).

1.6.5 Factores que afectan la calidad de los espectros

El agua representa una de las principales interferencias en la identificacion de
grupos funcionales y bandas caracteristicas en un espectro FTIR, este solvente
provoca el solapamiento de bandas, la distorsion en la forma y la baja intensidad de
estas. En la figura 11 se muestra dos espectros de la sacarosa en polvo fino (b) y
en solucién acuosa (@), en el espectro de la muestra solida se pueden visualizar
mayor cantidad de bandas caracteristicas de las sacarosa y ademas con mayor
intensidad en la region de huella dactilar, en el caso de la matriz liquida se pueden
observar las bandas asociadas con la interaccion de puentes de hidrogeno
provenientes del agua, en contraste con la muestra sélida en la region de huella
dactilar el numero y la intensidad de bandas disminuye por la presencia del agua
(Bureau et al., 2019).
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Figura 11. Espectros de FTIR de muestras de sacarosa, (a) en forma de polvo fino
y (b) en solucién acuosa (Bureau et al., 2019).

El problema de interferencia de bandas del solvente o algiin componte indeseado
en el espectro, es solucionado mediante la técnica de sustraccion de espectros. El
método se basa en la extraccidn de la sefial que provoca la interferencia del
espectro original, el resultado de es un espectro FTIR con la sefial sustraida como
se puede apreciar en la figura 12 (Mondragon, 2020).
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Figura 12. Eliminacion de bandas de interferencias en un espectro FTIR
(Mondragon, 2020).

La resolucion y diferenciacion de bandas al comparar dos espectros infrarrojos es
importante en la identificacion de una matriz. El método utilizado para mejorar la
resolucion de un espectro FTIR, es la utilizacion de la primera y segunda derivada,
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la primera derivada provoca un incremento en cada una de las bandas del espectro
como se muestra en la figura 13, la segunda derivada genera para cada punto de
inflexion del espectro una banda negativa (figura 13 c), de esta manera se pueden
visualizar mejor los espectros complejos, mejoran su diferenciacion e identificacion
cualitativa y cuantitativa (Mondragon, 2020).

(a) Espectro original

(c) Segunda derivada

Figura 13. Efecto del ajuste en un espectro original (a) de FTIR utilizando el método
de la primera derivada (b) y el de la segunda derivada (c). (Mondragon, 2020)

1.6.6 Andlisis en componentes principales (PCA)

Dentro de las ventajas que tienen las técnicas espectroscopicas es brindar una gran
cantidad de datos en un intervalo de tiempo y espacio corto, la problematica de esta
ventaja se presenta cuando gran parte de esta informacion no es de interés para los
investigadores(Moros, 2007). A lo largo del tiempo la quimiometria ha buscado
mediante el desarrollo de métodos mateméticos reducir la cantidad de datos
generados por las técnicas espectroscopicas, de esta manera la informaciéon se
concentrard en las variables de interés, uno de los métodos mas utilizados para
llevar a cabo el procedimiento anterior es Andlisis de Componentes Principales
(PCA), el cual esta definido como un método estadistico que busca reducir la
extension de variables perdiendo la menor cantidad de datos posibles(Macho,
2012).

Debido a su capacidad para comprimir datos, el analisis de componentes principales
(PCA) es uno de los métodos mas comunes utilizados en el analisis de la
informacion. Cuando se aplica la reduccion de variables a datos espectrales
infrarrojos, el conjunto original de estas variables se reemplaza por un nuevo
conjunto de variables llamadas Componentes Principales (CP) (Castano, 1991).
Este nuevo conjunto tiene como caracteristica principal la ortogonalidad, sin
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embargo se reconstruye facilmente a partir de la combinacion lineal de las variables
originales (espectros). Por lo anterior el nuevo conjunto de variables (PC) suele
concentrar la mayor parte de la informacion (varianza) en unas pocas variables,
disminuyendo asi la dimensionalidad de los datos, sin pérdida significativa de
informacion quimica. Para obtener los CP se utiliza la técnica de descomposicion
en un valor singular, el primer componente principal (CP1) se define en direccion de
mayor varianza del conjunto de datos originales. Los demas componentes
principales se definen deforma descendente en cuanto a variacion, pero estos
siempre seran ortogonales a CP1 y entre si. Por ejemplo, un sistema que se reduce
a 3 CP (CP1, CP2 y CP3) es similar al sistema de coordenadas cartesianas, en el
que todos los ejes son linealmente independientes, es decir, ortogonales entre si
(Moros, 2007).

El poder de la espectroscopia FTIR en combinacion con métodos estadisticos
multivariados se ha demostrado en la literatura, por ejemplo, FTIR y el andlisis de
componentes principales (PCA) son adecuados para discriminacion de especies de
plantas (Abdulrahman et al.,2018), para determinar adulterantes en productos
lacteos (Silva et al.,2020) y en la determinacion de la adulteracion de aceite de
oliva con aceites de menor costo como el de palma (Rohman y Man, 2016).
Nicolaou et al. (2010) utilizo la espectroscopia FTIR con analisis de componentes
principales (PCA) para la detencién y cuantificacion de leche de diferentes especies.

1.7 METALES PESADOS

Las actividades antropogénicas producto del desarrollo industrial, son las
responsables del aumento de los metales en el medio ambiente, la acumulacion de
metales se ha estimado de 100 a 1000 veces mas alta con relacién a la que se
encuentra en la corteza terrestre (Moscoso, 2003). La contaminacion ambiental es
unas de las problematicas de mayor interés en el siglo XXL, las mayores
afectaciones se ven en recursos indispensables para el ser humano, algunos
ejemplos son la perdida de la calidad del aire, el quebranto de recursos hidricos y
suelos disponibles para actividades agricolas, en el caso de estos ultimos los
contaminantes que son de mayor interés son los metales pesados debido al riesgo
que representan para la salud de animales y humanos (Reyes et al., 2016). Un metal
pesado se define como “elemento quimico metalico que tenga una relativa alta
densidad y sea tOxico 0 venenoso en concentraciones incluso muy bajas” (Prieto et
al., 2009), lo que convierte a estos elementos en peligrosos es que no pueden ser
degradados por ningun proceso bioldgico, al contrario de degradarse estos tienden
a acumularse en sistemas vivos, se ha identificado un grupo principal de metales
pesados que son los causantes de los mayores problemas ambientales, los cuales
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son: el plomo (Pb), el cadmio (Cd) y el talio (TI), asi como el cobre (Cu), arsénico
(As) y cromo (Cr).

Algunos metales se encuentran en el cuerpo humano realizando diversas funciones,
estos también son catalogados como minerales, los metales pueden ser clasificados
en dos categorias, en esenciales para la dieta humana y no esenciales, dentro de
los esenciales encontramos el cobre, zinc, sodio y manganeso (Lastre et al., 2019).
El cobre participa en la sintesis de proteinas que son esenciales para el cerebro,
en el sistema inmunoldgico ayuda la cicatrizacion a nivel dérmico ademas actua
como agente anti inflamatorio (Castro et al., 2018), en el caso del zinc es uno de los
elementos con mayor proporcion en el cuerpo humano, la cantidad maxima en el
organismo de un adulto es de 2,5 g, este elemento cumple multiples funciones
fisiolégicas dentro de las que encontramos, crecimiento celular, maduracién sexual,
fertilidad, mantenimiento de funcion ocular entre otros. Entre los alimentos mas ricos
en cobre y zinc se hallan el pescado de mar, carnes rojas, la leche y sus diferentes
productos lacteos derivados. Para la leche el Codex Alimentarius establece que los
niveles maximos permitidos de cobre y zinc son 0,5 y 5mg/Kg respectivamente
(Rodriguez et al., 2017).

Los metales no esenciales suelen denominarse microminerales, entre estos se
encuentran el mercurio, cadmio y plomo. El plomo es un metal pesado, tiene la
capacidad de magnificarse a lo largo de la cadena alimenticia, debido a su facilidad
de bioacumulacion en planas y animales, la industria demanda altamente el plomo
para la elaboracién de diversidad de productos, como lo son fabricacién de
pigmentos, pilas eléctricas, recubrimientos, cobertura de cables, soldadura,
elaboracion de ceramicas, las empresas estan obligadas a cumplir con las normas
que establece el limite de exposicién laboral 0.15mg/m3, la diversidad de formas
que puede llegar el plomo a los alimentos se da por los usos anteriormente
nombrados, pero se han identificado dos fuentes principales, la primera es debido
a la cercania de las zonas agricolas con las grandes autopistas o0 zonas industriales,
la segunda se debe a la facilidad del plomo de disolverse en solventes organicos
(Rubio et al.,2016). La Union Europea fue la primera en establecer las condiciones
técnico sanitarias para muchos alimentos estableciendo los niveles de plomo
permitidos, para el caso de la leche este se encuentra en 0,2 mg/kg (Gonzalez,
2019).

El mercurio es un metal que en muchos casos se encuentra en forma de sales
inorganicas, su presencia en el medio ambiente se puede dar debido a las
manifestaciones naturales o por actividades industriales como la mineria, la ingesta
elevada de este metal en la alimentacién ocasiona dafios en el higado, en los
rifones y en cerebro que son donde mas se acumula, el pescado es una de las
principales fuente de mercurio en la dieta humana, debido a esto muchos estudios
realizados a comunidades que basan su dieta en pescados han encontrados niveles
altos de este metal que pueden sobrepasar lo recomendados (Mata et al., 2016). La
FAO y el Codex Alimentarius establecen para la leche que el nivel maximo de
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mercurio es de 0,50 mg/Kg (Gonzalez, 2019), por su parte el cadmio es un metal
pesado que esta distribuido principalmente por actividades mineras de otros
elementos, esto se da debido a que se encuentra asociado a otros elementos, al
igual que los metales anteriormente nombrados este también puede ser acumulado
por los seres vivos, la intoxicacion con este elemento causo6 una grave tragedia en
una comunidad japonesa en el ailo 1960, un cultivo de arroz cercano a una mina
fue contaminado, la poblacion durante afios consumié este alimento contaminado,
esto causO multiples dafos en la salud de esta poblacién, unos de los mas graves
fue el deterioro de la funcién renal y osteomalacia (Pernia et al.2015), para este
metal los niveles permitidos en leche son 0,01 mg/Kg (Gonzalez, 2019).

1.7.1 Antecedentes de estudio de metales pesados en Colombia (En fuentes
hidricas y en hatos lecheros)

En Colombia los estudios relacionados con la presencia y contaminacion de metales
pesados en alimentos y fuentes hidricas son muy poco, Reyes et al, (2016) exponen
los estudios realizados alrededor de la cuenca del rio Bogota, por su amplitud
alrededor de la sabana de Bogota este rio se divide en tres grandes zonas: la cuenca
alta, que delimita el pAramo de Guacheneque y termina en el municipio de Chia, en
este mismo municipio comienza la cuenca media hasta Sibate, para finalizar la
cuenca baja la cual llega a su fin en la desembocadura del rio Magdalena. Alrededor
de estas cuencas se realizan distintas actividades agropecuarias las cuales aportan
contaminacion por metales pesados. A continuacion, se describe los datos
encontrados en cada una de estas limitaciones.

Cuenca alta

En los municipios aledafos a esta zona se practican actividades mineras de manera
ilicita en zonas consideradas como humedales, la extraccion de oro y otros
minerales producen aguas residuales, las cuales son depositadas sin ningun
tratamiento a esta zona del rio Bogota, mediciones realizadas en esta parte de la
fuente hidrica han evidenciado altas cantidades Hg (0,067mg/L), Cd (0,1m/L) y Pb
(0,35mg/L) (Reyes et al., 2016).

Cuenca media

En la altura del corredor Villapinzén-Choconta, se encuentran ubicadas fabricas
dedicadas al tratamiento de las pieles de animales para convertirlas en cuero, para
esta industria se requieren insumos como sulfato de sodio, cal, sulfato de amonio,
acido férmico, cromo en polvo, acido sulfurico entre otros. Estudios de salud publica
han determinado la concentracion de arsénico en distintas zonas cercanas. En el
Humedal Jaboque, Parque la Florida y Cota se registraron niveles de concentracion
de: 0,66, 0,43, 0,42 pg/L de As respectivamente. En esto estudios se manifiesta
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como la poblacién se encuentra expuesta a la contaminacion de los alimentos que
son distribuidos en distintas plazas de mercado de la ciudad. Lo anterior se da
porque los campesinos utilizan el agua del rio Bogota para el riego de cultivos de
hortalizas como repollo, lechuga y Brécoli (Reyes et al., 2016).

Cuenca baja

Las condiciones climaticas de este sector de la sabana de Bogota favorecen el
crecimiento del cultivo de cebolla junca, incluso tiene la ventaja de obtenerse varias
cosechas al afio en este territorio. Estas siembras se encuentran ubicadas en
municipios aledafios a esta zona como Mosquera, la problemética alrededor de
estos son los usos excesivo de plaguicidas y abonos orgénicos. Se han encontrado
en el suelo y en fuentes hidricas que se unen con el rio Bogota la presencia de
metales pesados en altas concentraciones: Hg (3ug/L) y Pb (9ug/L) (Reyes et al.,
2016).

1.7.2 Metales pesados en leche

En el departamento de Antioquia se produce el 70% de la leche del pais, con una
produccion de 3,5 millones de litro/dia, esta gran produccién posiciona a este
territorio como la cuenca lechera mas importante de la nacién (Gonzélez et al.
2019). Debido a esta gran industria, los productores buscan mejorar la calidad de
sus productos y acogerse a las normas del Codex Alimentarius, mediante estudios
gue evaltan la adecuada inocuidad y trazabilidad de la leche, como el realizado por
Londofio (2012) donde se analizaron la presencia de metales pesados en muestras
de leches de diferentes fincas ubicas en los municipios de San Pedro y Entrerrios,
en esta investigacion recolectaron 50 muestras de leche cruda recién ordefiadas en
10 fincas, en los meses de abril y marzo del 2010, el andlisis de muestras lo
realizaron por espectrometria de absorcion atdmica, para el andlisis estadistico
utilizaron estadistica descriptiva y correcciones de Spearman con un nivel de
significancia p<0,05, entre los resultados encontraron altos niveles de: As, Pb, Cuy
Hg incluso por encima de los recomendados por el Codex Alimentarius 2,922ppm,
0,85ppm,0,513ppm, 0,164ppm respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar espectroscopicamente la leche de diferentes especies de mamiferos
proveniente de la granja experimental villa marina de la universidad de
pamplona.

2.2 Objetivos especificos

» Establecer el perfil bioquimico de las muestras de leche provenientes de
ovino, caprino, bufalino y compararlos con el de bovino, utilizando
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

» Determinar la presencia de metales pesados (Arsénico, plomo, cadmio,
cobre y mercurio) en muestras de leche de distintas especies mediante
espectroscopia de absorcion atomica.

> Evaluar si existe correlacion entre las leches provenientes de diferentes
especies, mediante el andlisis de componentes principales PCA.
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3. METODOLOGIA

3.1 Muestreo

Para el procedimiento de muestro se siguié la metodologia de Londofio (2012), se
recogieron dos muestras de leches de cuatro especies diferentes en la granja
experimental Villa marina (figura 15), ubicada en fraccion de la vereda Matagira,
jurisdiccion del municipio de Pamplonita (kildmetro 49 sobre la via Pamplona-
Cdcuta), estas muestras corresponden a mamiferos de las siguientes especies:
bovino (raza Girolando, 2 muestras), ovino (raza Dorper, 2 muestras), caprino(raza
saanen, 2 muestras) y bufalino (raza Murrah, 2 muestras). Se tomaron 50 ml de
leche de cada especie, las muestras fueron almacenadas en recipientes plasticos
previamente rotulados, posteriormente se depositaron en una nevera portatil, por

ultimo, se trasladaron al laboratorio de Biocalorimetria de la Universidad de
Pamplona

ReStaurante|PortalPes

Pamplonﬁa
! & \Para llevar

® VILUA MARINA Sede
Recreacional...

H|dWEd S

fooeuo

nan:
)

el

Figura 15. Imagen de la zona de influencia de la finca Villa Marina. (Cortesia de
Google Maps).

3.2 Secado de la muestra

El secado de la muestra comenzé pesando 2ml de leche de cada tipo en un envase
de polipropileno, este proceso se llevé a cabo por duplicado para cada una de las
leches de cada especie como se visualiza en la figura 16. Posteriormente se
trasladaron las muestras al equipo de liofilizacidén, este proceso se realizé en un
liofilizador LABCONO modelo 74000 series, el cual se encuentra en el laboratorio
de maestria en ciencia y tecnologia de alimentos de la Universidad de Pamplona.
Las muestras se ubicaron en la parte central del equipo, los parametros del proceso

49



incluyeron una primera rampa de enfriamiento a -30°C durante cuatro horas,
seguido por una segundada rampa a -20°C durante cuatro horas mas y una tercera
rampa a -10°C por el mismo tiempo, finalmente la temperatura se llevd a 0°C,
posteriormente se procediod a retirar las muestras del equipo. Por ultimo, se registré
el peso de las muestras secas.

W
Fax: 608-274-0103

Telephone: 600-274-3731

Figura 16. Muestras de leche de vaca, bufala, cabra y oveja para ser liofilizadas
(fuente el autor).

3.3 Tomay anélisis de espectros FTIR

Los espectros de las leches se realizaron en el Laboratorio de Biocalorimetria de la
Universidad de Pamplona, aplicando la técnica de Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FTIR) acoplada con reflectancia total atenuada (ATR).

Las mediciones por espectroscopia ATR-FTIR se realizé en un espectrofotébmetro
FTIR marca SHIMADZU modelo IR Prestige—21, provisto de un detector DLATGS
(Deutered L-Alanine Doped Triglycene Sulphate) y equipado con un accesorio ATR
modelo MIRacle, marca Pike Technologies, con cristal de diamante. Los espectros
se obtuvieron en la regién del infrarrojo medio, con un barrido de 4000 cm™ hasta
600 cm™, a una resolucién de 4 cm™ y 48 scans. El espectro de cada leche se
analizé por duplicado de manera independiente. La adquisicién de los datos se
desarroll6 utilizando el software del equipo, IR Solution 2002. El analisis de los
espectros se llevd a cabo utilizando el programa OriginPro 2018, donde se efectud
un pretratamiento de los datos, primero se aplic6 un suavizado de 5 puntos,
seguidamente se le administro correccién de linea base (La correccién de linea base
se realizé por el menor valor) y por dltimo un normalizado, ademas se obtuvieron
los espectros de primera y segunda derivada.

3.4 Determinaciéon del porcentaje relativo de proteinas, grasas Yy
carbohidratos.

Para la obtencion del porcentaje relativo de estas biomoléculas, primero se
obtuvieron las gréficas de los espectros FTIR superpuestos de orden cero como se
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muestra en la figura 17, posteriormente se identificaron las bandas relacionadas con
las proteina, grasas y carbohidratos, seguidamente se obtuvieron los espectros de
primera y segunda derivada con fin de reconocer las diferencias en intensidad en
cada pico (figura 18 y 19). Se tom6 como referencia las regiones integradas por las
Nicolaou et al. (2010) cuando trabajaban en la deteccion y cuantificacion de los
componentes de la leche de diferentes especies por FTIR. En el caso de las
proteinas se integrd la region espectral 1708-1593 cm?, para las grasa la zona
espectral integrada fue la de 2945-2897 cm™. Por ultimo, se integré de 1122-926
cm™ para los carbohidratos. Lo anteriormente descrito se efectué con el propésito
de realizar una comparacion entre los porcentajes de areas relativos de las bandas
caracteristicas de biomoléculas (proteinas, carbohidratos y lipidos), tomando como
referencias los porcentajes de &reas relativos encontrados para la leche vacunay
contrastandolos con el de las otras especies estudiadas.

En la figura 20,21 y 22 se encuentra cada una de estas bandas integradas para
la leche de bufala. Para el método de integracion se trazo una linea recta entre dos
puntos seleccionados (comienzo y final de la banda seleccionada), con lo cual se
garantiza que solo se integra el are de interés.
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Figura 17. Espectros obtenidos por FTIR-ATR de leche bufalina, caprina, ovina y
vacuna (fuente el autor).
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Figura 18.Espectros de primera derivada obtenidos por FTIR-ATR de leche
bufalina, caprina, ovina y vacuna en la region espectral de los 4000-400 cm™ (fuente
el autor).
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Figura 19. Espectros de segunda derivada obtenidos por FTIR-ATR de leche
bufalina, caprina, ovina y vacuna en la regiéon espectral de los 4000-400 cm* (fuente
el autor).
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Figura 20. Integracion de bandas para determinar el porcentaje de area relativo de
proteinas en el espectro FTIR-ATR de la leche de bufala. (Fuente el autor).
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Figura 21. Integracion de bandas para determinar el porcentaje de area relativo de
lipidos en el espectro FTIR-ATR de la leche de bufala (fuente el autor).
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Figura 22. Integracion de bandas para determinar el porcentaje de area relativo de
carbohidratos en el espectro FTIR-ATR de la leche de bufala (fuente el autor).
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3.5 Anélisis quimiométrico

Los datos de los espectros obtenidos por FTIR, en la regidon de huella dactilar se
utilizaron para la construccion de las matrices de datos de orden cero, primera y
segundad derivada, seguidamente se combinaron estas matrices con métodos
multivariados adecuados, como el analisis de componentes principales y el analisis
de conglomerados. El analisis de componentes principales se realizé utilizando el
software Biovinci 2020, con el fin de buscar relaciones entre la composicion y las
leches provenientes de diferentes especies de mamiferos. Para finalizar el analisis
de conglomerados se ejecutd en el programa minitab 2020.

3.6 Andlisis de metales pesados por absorcion atbmica

Preparaciéon de la muestra.

Se tomd 1gramo de leche seca (liofilizada), posteriormente se mezclé con 50mL de
la mezcla (65% de HNO3s y 35% de H202 concentradas), posteriormente se sometio
a tratamiento térmico en un microondas a 750watts por 10 minutos en una trampa
de Dean Stark, logrando la total disolucion de la muestra, luego se realizé un ajuste
de pH a 4 con hidréxido de amonio. De la solucion inicial se emplearon 10mL y se
aforaron a 50mL.

Para la generacion de hidruros en las muestras para los metales As y Hg se partio
de 1 gramo de la muestra la cual se sometié a digestiéon con 50mL de la mezcla
70% de HCI concentrado y 30% H202 concentrado, a la mezcla se le realizé una
digestion por microondas a 750watt por 10min en una trampa Dean Stark, luego a
la solucién obtenida se le ajust6 el pH a 3,5 con NHs y se afor6 a 100mL. Después
con muestras de 10mL se trataron con una solucién de Borohidruro de sodio al
4%p/p disuelto en NaOH 0,1M hasta ajustar 15mL, la trampa de generacién
empleada fue sistema de generacién de cubeta media.

Equipo
Espectrofotometro de absorciéon atomica PERKIN ELMER PinAAcle 900Z,
evaporando las muestras a 90°C, con horno de grafito (1600 a 2300°C para la

atomizacion), lampara de catodo huego con filamento de wolframio. En la tabla 7 se
muestran las longitudes de ondas utilizadas en el analisis.

Tabla 7
Parametros para analisis de metales pesados

Condiciones del Equipo de Absorcion Atomica

Condicién

de medida Plomo Cadmio Cobre Zinc As Hg
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Longitud de

onda 217,3nm 229,0nm 325,0nm 214,0nm 190,0mn  230,0nm

Nota. Fuente elaboracién propia.

4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Determinacion del perfil bioquimico en leche de diferentes especies
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coreo —— Cabra
1,0 1 L —— Oveja
—— Vaca
(] =
-8 0.8 C=0,N-H
ke —t—
(4]
£
o 0,6+ CH,y CH,
% oH
O —Lt—
C
_g 0,4 -
o c=0
wn
0
<C
0,2
0:0 ‘;:- iy T & T T T ////' T s T T T
4000 3500 3000 2500 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 23. Espectro obtenidos por ATR-FTIR de leche bufalo, cabra, ovejay vaca
en la regién espectral de 4000 a 600 cm* (fuente el autor).

La espectroscopia FTIR es utilizada para la identificacion rapida de moléculas, en
la industria lechera y permite la medicién del contenido de grasa y proteinas, con lo
cual se identifica el producto con mejores propiedades para la elaboracion del queso
y de diferentes productos lacteos (silva et al., 2019; Tarapoulouzi et al., 2020). La
leche por su alto contenido de aminoacidos y grasas es considerada una mezcla de
alto valor bioldgico. La figura 23 muestra los espectros FTIR de las leches de origen
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bovino, caprino, ovino y bufalino, en los cuales se identificaron 12 bandas de
absorcién importantes en la regién de los 4000 a 600 cm™, sus absorbancias y
vibraciones corresponden a los grupos funcionales presentes en la leche (Botelho
et al.,2016). Para la identificacion de estos picos se tomo6 como referencia a Brakel
y Hewavitatharana (2016), los cuales describen dos zonas de interés, la primera
3400-2800 cm™* y 1800-800 cm, donde se localizan las principales bandas
correspondientes a grasas, proteinas y carbohidratos. En la region espectral entre
1800 y 2500 cm! no se observé una banda especifica, debido a esto fue removida,
ademas no proporciona informacién quimica relacionada sobre las muestras de
leche. Estos hallazgos concuerdan con los encontrados por Aidawaiti et al. (2019).
A continuacion se dara una descripcion detallada de cada uno de los picos de la
figura 23.

Identificacion de bandas de proteinas

Se identificaron 3 bandas correspondientes a proteinas en la parte derecha de los
espectros, dos bandas intensas en 1636(Amida ) cm™, 1526 (Amida Il) cm™ y uno
pico con menor intensidad 1247 cm*(Amida Ill). Se encontraron bandas espectrales
similares en la investigacion realizada por Jaiwas et al. (2018). La absorcién de la
amida | es producto de las vibraciones del estiramiento C=0 del grupo amida y con
una contribucién menor de la vibracion de estiramiento C-N, en el caso de la amida
Il surge de las vibraciones de flexion N-H y de estiramiento C-N (Berzins et al.,2020).
Algunos autores han sefialado que la absorcion de amida | la cual se debe casi en
su totalidad a las vibraciones de estiramiento C=0 de los enlaces peptidicos, es
mas importante en la determinacion de la estructura secundaria de las proteinas
(Rohman y Man, 2016). La amida Il corresponde a una mezcla de desplazamiento
del enlace C-N, acopladas generalmente a las vibraciones de flexién interna N-H,
con contribuciones débiles del estiramiento C=C ( Mondragén, 2020). En la figura
24 se puede visualizar la representacion de las vibraciones en los enlaces de la

Amida | y Il
Amida IT rI—I\

Amida I O

Figura 24. Representacion de los modos vibratorios de las bandas Amida | y |l
(Mondragon, 2020).

Identificacion de bandas de lipidos
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La mayoria de las bandas espectrales encontradas (figura 23) son manifestadas
por las vibraciones de los enlaces de las grasas. El pico mas amplio de todo el
espectro en los 3260 cm™, se refiere al estiramiento de los O-H en los grupos
hidroxilos de los lipidos, con contribuciones de los que se encuentran en la
estructurara de proteinas y carbohidratos (Layane et al., 2019). Los picos en los
2846 y 2922 cm™* marcan las vibraciones de los estiramientos de los grupos CHz2 y
CHs de los acidos grasos presentes en la leche (Andrade et al., 2019). Otras bandas
relacionadas con la grasa se localizan en la region de huella dactilar, en los 1750
cm! se presentd el pico relacionado con estiramiento C=0 del grupo éster o 4cido
carboxilico, en algunos estudios como el de Cebi et al. (2016) han relacionado como
grasa la banda en 1397 cm™ que esta asociada con la flexion C-H de esteres y las
cadenas alifaticas. Al trabajar en la deteccion rapida de la adulteraciéon de leche de
diferentes especies Cirak et al. (2018) reporté todas las bandas anteriormente
descritas para los &cidos grasos de la leche.

Identificacion de bandas de carbohidratos

El nUmero de bandas relacionado con carbohidratos aparecen en menor proporcion
(figura 23), el pico mas intenso de todo el espectro en los 1024 cm corresponde a
la vibracion de estiramiento del enlace C-O en el grupo C-OH vy al estiramiento del
enlace C-C en la estructura de los carbohidratos mayoritarios, que para el caso de
la leche es la lactosa (Mondragén, 2020). La ultima banda alrededor de 810 cm*
proviene de una combinacion de flexion del C=0 y flexién de la union C-H (Gabara
y Konar, 2018).

4.2 Determinacion del porcentaje relativo de proteinas, lipidos y carbohidratos

La figura 25 muestra la comparacion de los porcentajes de areas relativos de los
principales componentes de la leche, se tom6 como referencia a la leche de vacay
se le asigno el 100% a sus areas. Las barras de error pertenecen al porcentaje de
desviacion estandar encontrado en los datos. Los porcentajes de areas relativos
de proteinas fueron mayor para la leche de oveja (138,4+4,1%), seguido por la leche
de cabra (109,6+3,3%) y por ultimo la leche bufalina (99,4+3,1%). En relacién a las
grasas el mayor porcentaje de area relativo se encontré en la leche de oveja
(134,6+7,1%), en segundo lugar la leche de bufala (127,9+2,07%) y por ultimo la
leche de cabra (94,6+£3,5%). Para los carbohidratos el orden se distribuy6 de la
siguiente manera: oveja (109,8+1,9%) >bufala (100,8+1,10%)> cabra (97,6%=0,58).
El mayor porcentaje de area relativo de proteinas, grasas y carbohidratos se hallan
en la leche ovina.

En la figura 23 se visualizan los espectros superpuestos de la leche de cabra, bufala,
oveja y vaca. En general a nivel cualitativo, los espectros son similares, las
diferencias se encuentran en la intensidad de los picos, en el caso de la leche de
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cabra, bufala y vaca de forma visual no es posible establecer diferencias, lo contrario
sucede con la leche de oveja en la cual todas sus bandas presentan altos niveles
de absorbancia. Segun Grewal et al. (2017), el grado de absorcion de los picos se
correlaciona con la cantidad del componente presente en cada tipo de leche, acidos
grasos, proteinas (amidas | y 1) y carbohidratos (lactosa). Por lo anterior, en la figura
25 se muestras los porcentajes de areas relativos de los componentes principales
de la leche anteriormente nombrados, estos se identificaron con el propdsito de
establecer diferencias entre la leche de cada especie. Los porcentajes de &reas
relativos de la leche vacuna se tomaron como referencia (100%), debido a su alta
comercializacion, en el caso de las proteinas, las leches caprina y ovina presentaron
mayor porcentaje de &rea relativo que el de la referencia con 9,6% y 38,4%
respectivamente, la leche bufalina aunque no sobrepasd en porcentaje de area
relativo a la leche vacuna, si registr6 un comportamiento similar con 99,40%. Este
comportamiento mostrado en el grado de absorcion de proteinas por los espectros
son similares a los reportados por Tarapoulouzi et al. (2020). Para las grasas en la
leche bufalina y ovina se determino 28,8% y 33,8 % de porcentaje de area relativo,
por encima de la leche vacuna, la leche caprina mostro 2,83% menos de porcentaje
de area relativo. Para finalizar el porcentaje de area relativo de carbohidratos fue
mayor que el de referencia para todas las leches, el valor mas alto se encontro en
la leche de oveja reportando 10% por encima que el de la leche vacuna. Con los
datos anteriores se confirma lo que la literatura aborda en cuanto a la relacion entre
el grado de absorcion y el contenido de componentes de cada tipo de leche (Silva
et al., 2020).
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Figura 25. Porcentaje de &rea relativo producto de la integracion de bandas de
lipidos proteinas y carbohidratos en datos espectrales FTIR (fuente el autor).

4.3 Andlisis multivariado

Antes de realizar el andlisis multivariado se hizo la construccion de la matriz de
datos de orden cero, primera, y segunda derivada como se muestra en la figura 26,
27 y 28 respectivamente, cada una de estas matrices contaba con mas de 15000
datos espectrales.

1 Minitab - Minitab orden cero.MPJ - X
Archive Editar Datos Calc Estadisticas Grafica Editor Herramientas Ventana Ayuda Asistente

B2 xRSO %% @0|0a%e N Ny I A3
I  I—

[ Orden cero transpuesta 600-1800 octubre 28 643pm.csv ™™

+ C609 <610 ce11 c612 c613 c61a c615 c616 617 618 619 c620 c621 c622 623 Cc624 c625

1770.653088 | 1772.581904| 1774.51072 | 1776.439536 | 1778.368352 | 1780.207168 | 1782.225984 | 1784.1548 | 1786.083616| 1788.012432 | 1789.941248 | 1791.870064 | 1793.79888 | 1795.727696 1797.656512| 1799.585328  1801.514144
2 | 00380820 00367826 0,0346722| 0,0332602 0,0319820| 0,0300346 0,0302843 0,0208519| 0,0294374  0,0203015 0,0202884  0,0291320 0,0286032| 0,0278654  0,0268500 0,0260171| 0,0253842
3 | 00337262 0,0321250 0,0301140| 0,0285004  0,0271345| 0,0260642 0,0255727 0,0253184| 0,0252075 00252828 0,0253201 0,0251847| 0,0246280 0,0230493| 0,0231464| 0,0225001| 0,0220285
4 | 00317812 00300089 0,0281976 0,0270601 00262448| 0,0260165  0,0262430 0,0259536 0,0254273 0,0249637 0,0243317 0,0237152 00228579 0,0220362 0,0213304 00211535 0,0211502
5 | 00337343 00317305 00298823 00288979 00283990 00284276 00286203 00282437 0,0277535 00273396 00268295 00261915 00251302 00241663 00231674 00227025 00226603
6 | 00299661 00288140 00275385 00269328 00267172 00267367 00268076 00264344 00259088 00255813 00252563 00247448 00238951 00233596 00228485 00226460 00224778
7 | 00307330| 00294198 00280702 00274037 00268922| 0,0265832| 0,0264112|0,0259950 0,0254449 00251268 0,0249039 00247372 00243778 00239270 00233285 00229953 | 0,0227005
8 | 00278773 00267989 0,0254607| 0,0245084  0,0236511| 0,0233257 0,0235071/0,0234861| 0,0233467  0,0233280 0,0232332| 0,0230019 0,0224612| 0,0218473| 0,0211453 0,0207166| 0,0205285
9 | 0,0274085| 00262448  0,0252916| 0,0249232 0,0247684| 0,02485093 0,0247970/0,0244111] 0,0241114| 0,0238812| 0,0234010| 0,0220452 0,0224567 0,0220508| 0,0218625 0,0219619| 0,0217728
10 | 00314388 00302645 0,0290556 00283631 0,0280003| 0,0280360 00279458 0,0273285 0,0266200 00262103 0,0256961 0,0250620 00245048 0,0240410  0,0236305 0,0235111| 0,0232908
1 | 00332480 00316297 00304056 00294714 00289443 00289386 0.0289224 0,0288052 00287712 00286956 00283785 00278251 00271879 00267469 00263828 00262679 00260132
12 | 00329881 00316756 0,0303395 00294512 00288017| 00287767 00287240 00283693 00280801 00278762 00274628 00271221 00267784 00261944 00253980 00247586 0,0240034
13 | 00450486 00420027 00414193 00417103 0,0427421| 00443276 00451499 00438990 00417230 00401370 0,0391501| 00380743 00371586 00366603 00365768 00374052| 0,0381059
14 | 00569700 0,0536984 0,0515036 0,0516510| 0,0529105| 0,0550542| 0,0561990 0,0543619 0,0515004  0,0404888| 0,0478009 0,0463088 0,0450860 0,0447576  0,0454523 0,0474302| 0,0491666
15 | 00432921 0,0412339) 0,0399752 0,0405572| 0,0419708| 0,0439936| 0,0449730 0,0434836| 0,0413050 0,0307734 0,0387860| 0,0377387 0,0368036 0,0365383| 0,0371002 0,0388074| 0,0404052
16 | 00453777 00433253 0,0423047 00436336 0,0457891| 00485032 00501823 00486074 0,0463001 00447346 0,0436679 00424220 00413254 00400119 0,0413497 00431325 0,0446122
17 | 00430098 00401220 00374547 00359251 0.0350705| 00347638 00344165 00336302 00326105 00320898 00316565 00308131 00298533 00292538 00289528 00289076 0,0286615
18 | 00444140 00421033 0,0403430 00395681 00391216 00391372 00385675 00372102 00358337 00349426 0,0340867 00333098 00327543 00327370 00330366 00335564 0,0336934
19 | 00419366 00404094 00393503 0,0393407| 0,0400355| 00412018 00420595 00417332 00408151 00401308 0,0393386| 0,0382301 00368886 00362522 00363115 0,0370604| 0,0378185
20 | 0,0420991| 0,0405658 0,0401003| 0,0417911  0,0444237| 0,0474749 0,0487483 0,0470624| 0,0447381 00430749 0,0413046  0,0400493| 0,0384951| 0,0379936 0,0387742| 0,0409036| 0,0427529
21 | 00437495 00418100 0,0413856 0,0434886| 0,0468252| 0,0508406| 0,0525799 0,0503043| 0,0475044 00457131 0,0442605  0,0421961  0,0405760 0,0400862| 0,0411074  0,0438306| 0,0460203
22 | 00498967 0,0487226 0,0498587 00528511 0,0566345 00599162 0,0617484 0,0616463 00507184 00566618 0,0534910 00510458 00497881 00498657 00511528 0,0531515 00552410
23 | 00517376 00507610 0,0521633 00556530 0.0598168 00633614 00651734 00649355 00628877 00596357 00563712 00539647 00527324 00529784 00543672 00564367 00585988

24 | 00368522 00349417 00332045 00324401 00322399 0.0326373| 0.0328450 0.0322018| 00315742 00312816 0.0303496 0.0306110 00302732 00299926 00298110/ 0.0301542 0.0303788 ©
< >

Hoja de trabajo actuak Orden cere transpucsta 600-1800 octubre 28 643pm.csv
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Figura 26. Matriz de datos espectrales ATR-FTIR de orden cero de la leche de
diferentes especies elaborada en software Minitab 2020(fuente el autor).
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-0,00418| -0,00493 -0,0035500 | -0,0006080/0,0019000| 0,00428| 0,00674 000843 000971 000973 0,00823| 000691 000670 000683 000705 000794 000870 000877 000831 000717
-0,00402| -0,00441 -0,0028300 | -0,0000637|0,0025300| 0,00516| 0,00745 000867 000919 000886 0,00717| 000512 000463 000611 0,00793) 000902 000980 001014 000958 000819
-0,00310 -0,00453 -0,0041800 | -0,0024300 0,0000534| 0,00296| 0,00571 000785 000902 000867| 0,00750| 000637 000568 000623 0,00730) 0,00811) 000842 000827 000754 000696
-0,00350| -0,00376 -0,0028300 | -0,0011100/0,0013400| 0,00414| 000651 000824 000903 000842 0,00720) 000624 000608 000658 000730 000792 000833 000872 000814 000673
-0,00468| -0,00477 -0,0026700 | -0,0004213 0,0019000| 0,00491| 0,00774 000906 000864 000710 000594 000587 000651 000734 000823) 000923 000944 000887 000767 000648
-0,00391| -0,00358 -0,0017300| 0,0002437 0,0021800| 0,00431| 000632 000845 000934 000878 0,00795 000704 000622 000579 0,00594| 000670 000781 000880 0,00881 000819
-0,00504| -0,00600 -0,0040600 -0,0009583 0,0025600| 0,00501| 0,00807 000922 001016 000954 0,00740) 000557 000489 000536 000656 000780 000871 000937 000951 000867

10 | -0,00401| -0,00413|-0,0023800|-0,0004754 0,0010200| 0,00337| 000639 0,00843 (000906 000842 000747 000682 000677 000704 000719 000762 000856 000946 000868 000676

11 | -0,00433| -0,00463 -0,0026700  0,0002971/0,0028300| 0,00508| 000733 000857 000877 0,00845 000776) 000662 000611 000669 000746 000807 000840 000830 000756 0,00630

12 | -0,00309| -0,00311]-0,0014100| 0,0001628 0,0011900 0,00320| 000571 000774 000867 000838) 000731 000680 000686 000674 000690 000798) 0,00888 000915 000814 000659

13 | -0,00384| -0,00392|-0,0023400|-0,0002393 0,0018100 0,00410 000684 000865 000834 000766 000532 000567 000540 000578 000662 000776 000918 000875 000887 000763

14 | -0,00404| -0,00432|-0,0023700 0,0002267 0,0024600 0,00446| 000655 0,00821 000894 000817 000700 000666 000675 000700 000767 000867 0,00903 000834 000781 000639

15 | 000403 -0,00442 -0,0035500|-0,0013700 00022300 0,00600 000876 000981 (000950 000856 000726 000598 000549 000567 000643 000778 000872 0,008%6 000844 0,00733

16 | -0,00479| -0,00495 -0,0030500|-0,0004616 00026300 0,00565 000831 001026 001027 000874 000753 000688 000607 000550 000629 000766 000894 000950 000887 0,00745

17 | -0,00649| -0,00835|-0,0063800|-0,0027500 0,0018900| 0,00595| 000894 001114 001163 001054) 000905 000791 000691 000648 000701 000775 000848 000912 000932 000908

18 | -0,00521| -0,00641/-0,0046400|-0,0023700 00017900 0,00503| 000889 001133 001228 001075 000863 000773 000628 000507 000585 000771 000916 000941 000932 0,00913

19 | 000413 -0,00555 -0,0041100|-0,0009302 00026200 0,00421 000535 000820 001025 000977 000902 000896 000843 000825 000884 000873 000854 000217 000958 0,00932

20 | 000603 0,00720 -0,0052500 -0,0026400 0,0014700| 0,00634) 001055 001371 001354 001022 000734 000601 000432 000455 0,00626 0,00867| 001062 001171 001095 000898

21 | -0,00449| -0,00518|-0,0030300|-0,0011800 0,0009795| 0,00391| 000794 001106 001125 000948 000720 000732| 000674 000583 000575 000715 000926 000991 000944 000904

22 | 000491 -0,00407 -0,0017400| 0,00016430,0024100| 0,00578| 0,00926| 001117| 001083 000907 0,00754| 000656 000562 000542] 0,00661| 0,00855| 001043 001130 001079 000956

23 | -0.00325 -0,0023¢ -0,0014700|-0,0003204 0,0020800| 0,00550| 0,00866 001015 001004 0,00968| 0,00911| 000755 000571 000525 0,00624| 0,00738| 000973 001043 0,01034| 001014

24 | 000416 -0,00342 -0,0007237 | 0,0012400 0,0026600 0,00478) 000781 001013 001001 000825 000756| 000766 000714 000658 0,00675| 0,00805| 000954 000987 000970 000932

25 0004621 -0 00513 -00034700 -0 0015500 D OONR7A4 | ODNRA3T 0 00RAS 001025 0011750 000771 00O0R78 DON7S50 0 00RTT nons71 000530 000A171 0007A00 0OO0NRRA  00N921 NONRN4 5 4

Hoia de trabaio actual: Hoia de trabaio 1

Figura 27. Matriz de datos espectrales ATR-FTIR de primera derivada de la leche
de diferentes especies elaborada en software Minitab 2020(fuente el autor).

31|

| Archivo Editar Datos Cale Estadisticas Gréfica Editor Hermemientss Ventana Ayuda Asistente

FEICIE =R - RE Rl v 4] 2]
[ b I Sl[x[Qff TaoN o Llam]
s a6 | a1 | cs | a9 | ca0 | cm | ca | o3 | o | cas | a6 | car | cas | ca9 | cs0 | cst | cs2 | cs3 | cs4 | css | e

66544152  667,37034| 669,29915 67122797 | 673,15678 6750856 67701442 67894323 68087205 682,80086| 684,72968 686,6585 | 668,58731) 690,51613 69244494 694,37376 69630258 698,23139 70016021 702,08902 704,
6 |-278E-04 -638E-04 -756E-04|-522E-04| -8,80E-05 264E-04 411E-05 242E-04| 312604 6,11E-04| 273E-04 -657E-05| -5,32E-05 840E-05 -1,80E-06 -346E-04 -535E-04 -420E-04|-460E-04 -6,97E-04| -61¢
7 |-6,176-04 -6,59E-04 -590E-04 -397E-04| 4,05E-06 205E-04 146E-04 O72E-06 249E-04 317E-04| 1,63E-04 117E-04| 514E-05 -803E-05 -2,06E-04| -3,39E-04 ~4,64E-04 -521E-04 -5,45E-04 -6,13E-04 -5,07

8 | -6,05E-04) -8,27E-04 570604 -195E-04| 1,04E-04 420E-04 4,62E-05 -2,07E-04| 168E-04  2,72E-04| 1,00E-05 -335E-05| 303E-05| 202605 -4,94E-05| -231E-04) -3,92E-04 -304E-04 -5,11E-04 -6,97E-04 -4,8¢
| o |-7.046-04] -6,976-04 -5,04E-04| -2.37E-04| 2,80E-04| 6,34E-04| 144E-04) -2,326-04| 920E-05| 108E-4| -1,31E-04|-7,336-05 3,92E-05| 6,25E-05 4,786-06| -2,41E-04 -4,39E-04 -3,40F-04 | -4,206-04 | -7,556-04 7,45
| 10 | 421604 459604 435E-04| 3,37E-04| -8,30E-05 233604 423606 -273E-04| 120605 248E-04| 1,99E-04 1,27E-04 821E-05| 3,54E05 5,68E-05| 634605 -3,656-04| 478E-04| -5,86E-04 7,99E-04
KR
| 12 |

-1,75E-04| -4,T1E-04| -6,44E-04 | -5,05E-04 -1,00E-04 203E-04 139E-05 -1,74E-04| 1,12E-04 3,32E-04] 1,93E-04 -771E-05 -199E-04 -379E-05 14SE-04| -435E-05 -380E-04|-428E-04 -4,01E-04 -594E-04
-6,08E-04| -7,60E-04| -4,89E-04 | -1,40E-04 | 2,30E-05 3,68E-04  3,30E-04 -2,08E-04  -1,61E-04 2,08E-04] 1,90E-04 §59E-05 1,27E-04| 8,79E-05 -142E-04| -3,19E-04 -4,07E-04|-5,50E-04|-6,66E-04 -6,49E-04
13 -3,85E-04 -T,3E-D4 -0,13E-D4 -574E-04| 422E-D5 S553E-04 3,50E-04 -O72E-05 B00E-05 3,27E-04| 125E-04 -2,88E-04 -3,00E-D4 -593E-05 1,82E-04) -1.48E-05 -2,83E-04  -4,18E-04 | -562E-04 -637E-04
14 -3,00E-04 -3,35E-04 -4B4E-04 -5,01E-04|-2,36E-04 2,11E-04 2,51E-04 -1,55E-05 -4,14E-05 1,01E-04| 102E-04 1,58E-04 O,65E-05 2,13E-06 -1,79E-04| -3,10E-04  -3,71E-04 -4,36E-04 -5,92E-04 -7,38E-04
15 | -1,34E-04 -27SE-D4 -344E-4 -3,12E-04|-163E-D4 B43E-05 -471E-05 -2,00E-04 221E-05 1,16E-04| 2,19E-05 1,07E-04 1,34E-04 355E-05 1,67E-05 -836E-05 -2,83E-04 -421E-04 -591E-04 -753E-04
16 | -6,27E-04 -7,51E-D4 -5.46E-04 -2,96E-04|-1,30E-04 4,38E-05 3,50E-05 -1,33E-05 2,10E-04 3,44E-04| 1,73E-04 -1,74E-05 5,51E-06 3,55E-05 -1,20E-04| -2,76E-04| -2,05E-04 -3,65E-04 | -5,66E-04 -7,33E-04
17 | -1,06E-04 -6,47E-05 -2,65E-04| -4,71E-04|-2,79E-04 7.48E-05 -1,12E-04 -3,35E-04| 227E-05 2,92E-04| 2,21E-04  6,32E-05 -1,60E-05 3,09E-07 -1,86E-05| -1,31E-04| -3,52E-04 -5,53E-04 | -6,19E-04 -6,02E-04
13 | -3,07E-04 -500E-04 -5.40E-04 -4,37E-04| 562E-05 472E-04 124E-04 -2,56E-04  103E-04 4,03E-04| 140E-04 -171E-04|-2,13E-04 -1,56E-04 -G5SE-05 2,72E-05) -5,32E-05 -4,08E-04 -7,01E-04 -8,16E-04
19 |-5,03E-04 -3,86E-04 -3,30E-04 -247E-04| 2,27E-04 534E-04 -9,66E-05 -6,40E-04| -1,81E-04 3,49E-04| 309E-04 1,15E-05 -1,63E-04 -241E-04 -2.94E-04| -2,47E-04| -2,94E-04  -3,956-04 | -3,38E-04 -2,89E-04
20  -7.87E-04 -T,08E-04  -5,00E-04 -3T4E-D4| 3,00E-05 333E-04 S42E-05 -2,80E-04 4,03E-05 4358E-04| 477E-04 276E-04| 727E-05 -1,13E-04 -357E-04| -448E-04 -3,00E-04) -2098E-04 -4,90E-D4 -6,05E-04
21 |-1,23E-04 -4,98E-04) -6,69E-04 | -4,99E-04|-1,15E-04 2,62E-04 2,71E-05 -3,20E-04 | -1,60E-05 2,81E-04| 1,13E-04 -8,32E-05 6,86E-05 1,67E-04 -1,54E-04| -3,81E-04| -3,07E-04  -4,21E-04| -6,58E-04 -6,42E-04
22 | -7.43E-04 -751E-04) -5,80E-04 -5,00E-04 -3,66E-04 185E-04 325E-04 -3,01E-05 272E-05 227E-04) 3,01E-04 352E-04| 2,35E-04 -161E-04 -528E-04| -6,36E-04 -793E-04 -852E-04 -511E-D4 -1,836-04
23 -641E-05 -3,87E-04 -T.41E-04 | -7,24E-04 -2,62E-04 461E-05 -216E-04 -2,60E-04) 2,80E-04 6,05E-04  580E-04 369E-04| 473E-05 -046E-05 -2,58E-04| -6,56E-04 -0,67E-04 -850E-04 -550E-04 -3,86E-04
24 | -2,06E-04| -3,78E-04|-6,88E-04 | 7,52E-04 | -3,87E-04 225E-04| 222E-04 -147E-04| 3,17E-05 3,93E-04| 4.40E-04 279E-04| 875E-05 -2,13E-04 -4,15E-04| -3,30E-04 -4,30E-04|-6,78E-04|-6,61E-04 -4,78E-04
25 | -6,32E-04| -5,72E-04|-5,19E-04 | -4,66E-04 -1,45E-04 376E-04 3,61E-04 3,13E-05 2,19E-04 4,27E-04] 1,79E-04 -102E-04|-119E-04| 6,14E-05 1,01E-04| -2,04E-04 -496E-04 -480E-04 -4,01E-04 -545E-04
26 | -3,15E-04| -3,90E-04| -3,86E-04| -3,38E-04 | -2,24E-04 -3,00E-05 -1,55E-04 -3,27E-04| -2,19E-05 4,14E-04 | 6.49E-04 484E-04| 7,86E-05 -1,51E-04 -2,25E-04| -2,38E-04  -3,08E-04|-5,51E-04|-7,20E-04  -5,80E-04
27 | -336E-04 -236E-04 -4 31E-04 -555E-04 -2,53E-04 231E-04 273E-04 O86E-05 1,59E-04 220E-04 272E-D4 200E-04|-108E-04 -272E-04 -192E-04| -182E-04 -371E-04 -502E-04 -475E-D4 -5,09E-04
28 | -2,78E-04| -2,19E-04|-1,68E-04 | -1,43E-04 -1,20E-04 -4,22E-05 9,28E-05 1,96E-04| 2,06E-04 1,54E-04 8,09E-05 -151E-05|-1,17E-04|-1,75E-04 -1,78E-04| -1,78E-04 -2,31E-04| -3,45E-04|-4,62E-04 -5,04E-04
20 | -4,60E-04 -44TE-04) -354E-04 -2,65E-04 -2,02E-04 -834E-05 478E-05 BH1E-05 636E-05 5,88E-05 1,33E-04 196E-04| 155E-04 543E-05 -651E-05| -2,13E-04 -404E-04  -605E-04 -701E-D4 -631E-04
an -780F-04.-28?F-ﬂd -2 41F-N41-2 17F-N4 | R1AF-05 322F-N4 ) -135F-N4 -4 2AF-04| 1G3F-04 4 RAF-N4| A 30F-05 -2 21F-041 -R 03F-N5| 553F-N5 3 10F-N5) 151F-0A -2 DMF-N4| -4 RAF-N4 -5 20F-04 | -5 05F-N4.

Hoja de trabejo actual: Hoja de trabajo 1

Figura 28. Matriz de datos espectrales ATR-FTIR de segunda derivada de la
leche de diferentes especies elaborada en software Minitab 2020(fuente el autor).
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Los datos espectrales recopilados de las muestras de las leches de Bufala, Cabra,
Oveja y Vaca, se procesaron mediante analisis multivariado, utilizando técnicas
como el analisis de componentes principales (PCA) y analisis jerarquico (HCA). El
PCA es una valiosa herramienta de analisis de datos (Abdulrahman et al., 2018),
destacada por una variedad de estudios diferentes, resaltando su eficiencia en la
discriminacion de muestras bioldgicas, incluyendo los que investigan la leche y los
productos lacteos (Andrade el at., 2019). Este método quimiométrico permite
reducir el nUmero de variables sin pérdida de informacion, los resultados son
representados por puntaje y varianza. De acuerdo con Silva et al. (2019) “cada
punto se simplifica a un solo punto en un espacio bidimensional de componentes
principales (PC), las muestras con puntuaciones de PC similares tienen
caracteristicas espectrales relacionadas”.
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Figura 29. PCA de datos espectrales FTIR de orden cero de muestras de leche de
cabra, bufalo, oveja y vaca (fuente el autor).
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Figura 30. Porcentaje de varianza obtenido del analisis de compontes principales
realizado con los datos espectrales de orden cero (fuente el autor).

En esta investigacion se tomo la region espectral de huella dactilar y se realiz6 el
PCA para la matriz de datos de orden cero, primera y segundad derivada. El analisis
de componentes principales obtenido de la matriz de datos de orden cero como se
puede observar en la figura 29 y 30, sus dos primeras funciones discriminantes
explican casi por completo el 100% de la varianza total con 90,31% PC1 y 6,94%
PC2. En el caso de primera y segundad derivada el PCA no mostraron una clara
discriminacion entre los tipos de leche (mamifero de origen), las dos primeras
componentes solo mostraron 43,37% y 22,56% de la varianza para la primera
derivada (figura 31 y 32), en la segundad derivada se encontr6 una varianza de
34,50 %PC1y 18,99% PC2 como se puede observar en la figura 33 y 34. El mejor
tratamiento obtenido para la discriminacién de las leches es el de orden cero, como
se menciond anteriormente sus dos primeras componentes explican casi el 100%
de la varianza. En este caso en el componte principal 2 se agruparon verticalmente
la leche de bufala, cabra y vaca, como se puede evidenciar estos tres tipos de leche
muestran un alto grado de correlacion, para el caso de la leche de oveja se
distribuyé verticalmente por el PC1, esta leche no relaciona con ninguna de las otras
especies, ademas existen una amplia distancia horizontal entre los dos grupos que
se formaron en el PCA. Estos resultados no estan de acuerdo con los de Nicolau et
al. (2010) donde determinaron que los mejores datos para la discriminacién de
leche de cabra, oveja y vaca son los datos espectrales de segundada derivada en
la region de huella dactilar, esta discrepancia se puede deber a que las muestras
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en este estudio fueron obtenidos de punto de ventas en la ciudad de Manchester-
Reino Unido, por lo anterior son leches con distinto contenido nutricional.

El no agrupamiento de la leche ovina en el PCA, se puede deber a que se tomaron
las muestras de ovejas en distinto estado de lactacion. En la finca Villa marina (lugar
donde se realiz6 el muestreo) se le retira la cria a algunas ovejas. Lo anterior
provoca un cambio en el estado de lactancia comparada con ovejas que estan
amantado a sus crias, posiblemente hay un cambio en las propiedades quimicas
de la leche dependiendo del estado de lactacion.
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Figura 31. PCA de datos espectrales FTIR de primera derivada de muestras de
leche de cabra, bufalo, oveja y vaca (fuente el autor).
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Figura 32. Porcentaje de varianza obtenido del analisis de compontes principales
realizado con los datos espectrales de primera derivada (fuente el autor).
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Figura 33. PCA de datos espectrales FTIR de segunda derivada de muestras de
leche de cabra, bufala, oveja y vaca (fuente el autor).
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Figura 34 Porcentaje de varianza obtenido del analisis de compontes principales
realizado con los datos espectrales de segunda derivada (fuente el autor).

Con el PCA también se pudo obtener 3 biomarcadores por FTIR. Estos son regiones
espectrales en las cuales es posible establecer diferencias entre la leche de las
especies estudiadas. La banda de 1496 cm™ permitié determina la diferencia en la
leche de oveja de las otras especies. El pico alrededor de los 1392 cm-! discriminé
la leche de cabra de la leche de bufalina y bovina. La banda que se encuentra en
los 630 cm? diferencié la leche bufalina de la vacuna. En la figura 35 se pueden
apreciar los biomarcadores anteriormente descritos. Las distinciones halladas
respaldan la determinacion de porcentaje de area relativo, en la cual se encontro
mayor porcentaje de area relativo de proteinas en la leche de oveja (138,4%), en
caso de la leche caprina se encontré menor porcentaje de area relativo para los
lipidos (94,62%) en comparacion con el la leche de bufala y de vaca, por ultimo en
caso de los carbohidratos la discriminacion que diferencia la leche de bufala la cual
presentd mayor porcentaje de area relativo (100,8%) que la leche de vaca.

66



Bufalo
Cabra
Oveja
1,0 4 Vaca
084 Biomarcador Il
Biomarcador | l_l_\
0,6 1 { \ Biomarcador Il

0,4

Absorbancia Normalizada

0,2 1

T v T
1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 35. Biomarcadores de los datos FTIR obtenidos por el andlisis de
componentes principales (fuente el autor).

Para confirmar alin mas sus relaciones y diferencias entre la leche de Bufala, cabra,
oveja y vaca, se utilizo el conjunto de datos espectrales FTIR de la matriz de orden
cero en la region de huella dactilar, para construir el Analisis de conglomerados
jerarquicos (HCA) el cual se puede observar en la figura 36. Desacuerdo con los
resultados del dendrograma se identificaron dos conglomerados principales.
Mientras en el clado principal contenia solo leche de oveja, el segundo clado
principal se dividido en dos subclados, en el primer subgrupo se encontraban
mezclados las leche de vaca con la leche de bufala, en el segundo subclado también
se encontraba la leche de vaca pero esta vez mezclada con la leche de cabra.
Resultados similares fueron encontrados por Cirak et al. (2018) Cuando trabajaban
en la busqueda de un método rapido para la deteccion de adulterantes en leche de
diferentes especies. El HCA de las leches respalda aun mas el resultado del PCA
donde la leche de bufala, cabra y vaca mostraban un alto grado de agrupamiento y
ademas resalté mas la diferencia de la leche de oveja con las otras especies.
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Figura 36. Dendrograma de un andlisis de conglomerados de espectros FT-IR
(region de huella dactilar datos de orden cero) de muestras de leche de bufala,
cabra, oveja y vaca (fuente el autor).

La literatura reporta que los componentes principales de la leche de diferentes
mamiferos en términos generales son los mismos. Pero pueden presentar
diferencias importantes en su composicion porcentual y tener como consecuencia
algunas propiedades diferentes, por ejemplo mayor o menor grado de digestibilidad
(Numpaque et al.,, 2019). Dentro de especie las diferencias pueden estar
influenciadas por factores como la raza, genética, alimentacién y el medio ambiente
en el que se crie el animal. La composicion nutricional puede variar inclusive, entre
individuos pertenecientes a una misma raza (Gantner et al., 2016).

Ocampo et al. (2016) en su investigacion compararon los componentes
nutricionales de la leche bufalina, caprina y bovina. Utilizando un equipo
MILKOSCAN para la determinacién de proteinas y métodos cromatdgrafos en la
determinacién de grasa y lactosa. Para las proteinas el mayor porcentaje lo
establecieron en la leche de bufala 4,1%, seguido de las leches de cabra (3.02%) y
vaca (3,01%). En el caso de los lipidos encontraron 7,25% para la leche bufalina,
4,44% y 3,60% para las leches caprina y vacuna respectivamente. En cuanto a los
contenidos de lactosa encontraron valores muy parecidos entre la bufala, la cabra 'y
la vaca (5,1%, 4,2% y 3,6 % respectivamente). Y en el analisis de la composicion
de minerales, la leche bufalina fue superior en comparacion con las otras dos

68



especies. Ahora bien, para establecer la comparacion en los contenidos
nutricionales de la leche de estas especies con la leche de oveja, se puede tomar
como referencia el estudio realizado por Sanz et al. (2003) el cual reporta un 19,3
% de solidos totales, 7 % de grasa, 5,4 % de lactosa, 6 % de proteinay 5 % de
minerales. Segun los estudios de Ocampo et al. (2016) y de Sanz et al.(2003) puede
destacarse entonces que la leche Ovina es la que mayor porcentaje de sélidos
totales presenta, representados en un mayor contenido de proteina, de lactosay de
minerales (especialmente calcio), mientras que para los lipidos fue mayor el
contenido (7,25%) en leche bufalina seguida por la leche ovina (7%).

Los resultados anteriormente descritos muestran algunas coincidencias con los
encontrados en nuestra investigacion, aclarando que en nuestro caso reportamos
porcentaje de area relativo en los componentes principales de la leche. Para la leche
oveja estamos de acuerdo en su mayor contenido en proteinas, grasas y
carbohidratos respecto a las otras especies (figura 25). El mayor contenido de
proteinas en la leche de oveja es debido a la presencia mas abundante asz-caseinas
y K- caseinas (Yang et al., 2020). Segun Bartowska et al. (2016) una caracteristica
de la leche de oveja es una mayor concentracion de acido butirico (C4) y &cido
linoleico conjugado (CLA) que la leche de vaca y cabra. Las diferencias en el
contenido de grasas y proteinas hacen que el tiempo de coagulacién del cuajo para
la leche de oveja sea mas corto y la cuajada més firme, lo cual aumenta su valor
nutricional e idoneidad tecnoldgica para la elaboracion del queso.

En el caso de la leche de bufala mostramos discrepancias con la investigacion
Ocampo et al. (2016) en contenido de proteinas (99,4%) que en nuestro estudio
estuvo similar al de la leche de vaca (100%), como se visualiza en la figura 25. Con
respecto a la grasa coincidimos con el mayor contenido (127,9%) respecto a la leche
de vacay de cabra. Algunos estudios como el de Patifio (2016) reportan que la leche
de bufalo contiene casi 3 veces mas acido C14 (miristico) y 2 veces menos acido
C16 (palmitico) que la leche de vaca y cabra. Este tipo de &cidos grasos
encontrados en mayor proporcién en la leche de bufala no afectan el nivel de
colesterol en los humanos, por lo anterior son una ventaja para la salud (Zeini,
2016). El contenido proteinas y grasas presente en la leche bufalina, apunta a esta
especie como una alternativa promisoria en la transformacién de productos lacteos
por su rendimiento en conversion, incluso por encima de la leche de oveja por su
mayor capacidad de produccion (Granados et al., 2015).

Para la leche de cabra en nuestra investigacion registramos mayor porcentaje de
area relativo de proteinas (109,6%), en relacion con la leche vacuna (100%), esto
concuerda con el estudio de Bartowska et al. (2016) y con el estudio de Ocampo et
al, (2016), en los cuales también registra mayor contenido de proteinas en esta
leche pero en porcentaje (resultados encontrados por métodos cromatografos),
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comparada con la leche de vaca con 4,1 y 3,6% respectivamente. EI mayor
contenido proteinas en la leche caprina se atribuye a la abundancia de Y-caseinas
(Leche de cabra18% y vaca 6%) y B-caseina (Leche de cabra63% y vaca 42%)
(Yang et al., 2020). Las investigaciones anteriormente nombrada reporta mayor
porcentaje de grasas en la leche caprina (leche de cabra 4,6% y vaca 3,6%), nuestro
estudio no estuvo de acuerdo, reportando porcentaje de area relativo muy similar
(94%) al de la leche vacuna (100%), como se menciond anteriormente existen
muchos factores que afecta los valores nutricionales de la leche, como la
alimentacion disponible para el mamifero, el clima, el periodo de lactancia entre
otros. Se ha informado algunas ventajas digestivas de la leche de cabra, la grasa
de esta leche es mas digerible que la de la leche de vaca porque los glébulos de
grasa de la leche de cabra son mas pequefios y tienen una mayor superficie, y las
lipasas en el intestino aparentemente pueden atacar los lipidos mas rapidamente
(Fernandez, 2017). Otros beneficios asociados al consumo de leche de cabra es su
utilidad con problemas como acidez, eccema, asma, migrafia, colitis, Ulcera de
estdbmago, trastornos digestivos, enfermedades del higado y de la vesicula biliar y
sintomas relacionados con el estrés como insomnio (Chaves et al., 2018).

4.4 Metales pesados (As, Pb, Cu, Cd, Zn Y Hg) en leche de bufala cabra,
ovejay vaca

La leche es uno de los productos agropecuarios de mayor consumo por los seres
humanos y en especial por los infantes. Por ello es ineludible contar con una
adecuada inocuidad y trazabilidad de este producto (Londofio, 2012). Por lo anterior
en esta investigacion se determind la presencia de metales pesados en la leche de
diferentes especies, los resultados se pueden visualizar en la tabla 8.

Tabla 8

Determinacion de metales pesados por absorcién atémica( Se determin6 en 2
muestra de cada especie, ensayos individuales por duplicado)

Tipo de leche Plomo Cadmio Cobre Zinc As Hg
(PPm) (ppm) (ppm)  (ppm)  (ppb) (ppb)

Bufala 0,032 0,0039 0,50 5,041 0,063 0,0001

Cabra 0,023 0,0028 0,457 3,663 0,073 0,001

Oveja 0,021 0,003 0,352 2,416 0,066 0,0013

Vaca 0,027 0,002 0,4 4,682 0,063 0,001

Desviacion

estandar 0,004 10,0002 +0,001 +0,003 0,001 0,009

Codex

alimentarius 0,02 - e e 50 500
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nivel

permitido

Normatividad

de Rumania

nivel

permitido 0,01 0,5 5
Limite de

deteccion 0,009 0,002 0,001 0,009 0,008 0,001

Nota. Para el cadmio, cobre y zinc el codex alimentarius no establece niveles maximos permitidos
Fuente: Elaboracion propia.

Plomo en la leche de diferentes especies (ppm)

Nivel maximo permitido por el codex Alimentarius 0,02 ppm
0,035 0,0325

0,030

0,025 +

0,0211

o

o

N

o
|

Plomo(ppm)
o
o
o

0,010

0,005 -+

0,000 -

Vaca Bifalo Cabra Oveja
Tipo de leche

Figura 37. Concentracién de plomo en leche de diferentes especies (fuente el
autor).

Niveles de plomo

La concentracion de plomo en la leche de diferentes animales se muestra en la
figura 37. El valor mas alto de plomo se encontré en la leche de bufalo (0,0325
mg/kg) y el valor mas bajo en la leche de oveja 0,023 mg/kg, segun la tabla 8 y
segun la figura 37, en el caso de la leche de vaca mostré concentracion similar al
de la leche de bufalo, por ultimo la leche de cabra se encontr6 un contenido
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parecido al de la leche de oveja. El codex alimentarius establece que el nivel
méximo de Pb permisible en la leche es de 0,02 mg/kg (Gonzales, 2019). Por lo
anterior todas las muestras de leches estuvieron por encima del valor permitido.
Una de las principales razones por las cuales se detectaron niveles mas altos de
plomo en leche de bufala y de vaca, acorde con los limites establecidos por el codex
alimentarius, es la cercania de la fuente alimenticia principal de estos rumiantes de
la granja villa marina con la via principal que conduce de Pamplona a Clcuta, pues
los mejores potreros, con la mayor calidad y densidad forrajera para el pastoreo de
estas especies se encuentran justo a la orilla de dicha via, que tiene un alto flujo
vehicular de dia y de noche. Ademas, el establo de ordefio, también esta
relativamente cercano a dicha via. Concuerda esta apreciacion con lo reportado en
la investigacion de Londofio (2012). Al compararlo con otras investigaciones Rahimi
(2015) en su estudio determiné Pb y Cd en leche de oveja, cabra, bufalo y vaca en
5 ciudades de Iran, report6 valores menores de 0,01 para todas las especies. Asi
mismo nuestros valores son mayores a los hallados por Muhib et al. (2016) en su
investigacion en leche de bdfalo y cabra en Bangladesh, donde obtuvieron
concentraciones en un rango 0,017 a 0,021 mg/kg. Londofio (2012) en el municipio
de San Pedro Antioquia-Colombia en hatos lecheros encontré valores para Pb 0,150
mg/kg, el cual esta por encima de lo reportado en nuestra investigacion.

Niveles de cadmio

La concentracién de Cd en leche de diferentes especies (vaca, bufalo, cabra, oveja),
se muestra en la figura 38. Los niveles de cd en la leche de ganado fue del orden
de bufalo>oveja>cabra>vaca. Para este metal ni en el Codex Alimentarius ni en las
normas colombianas existe un limite méximo. Sin embargo, las Normas de Rumania
si consideran un valor maximo para Cd en leche de 0,01 ppm (Pernia et al., 2015).
Esto implica que los valores encontrados en nuestra investigacion estan 5 veces por
debajo del limite permitido. En Pakistin Ahmad et al. (2018) reportaron valores
menores a los que nosotros encontramos de 0,002, 0,0021 ppm para la leche de
bufalo y cabra respectivamente. De igual forma nuestros valores son mayores, a los
mencionados en los estudios realizados por Reyes (2015) en leche de bufalo y vaca
comercializada en Bogota- Colombia donde hallaron niveles de Cd por debajo del
limite de sensibilidad del equipo (menores a 0,2 ppb) También en fincas de la India
Rashnnika et al. (2018) no detecto Cd en ninguna muestra de leche provenientes
de bufalos, ovejas y cabras.
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Cadmio en leche de diferentes especies (ppm)

Nivel maximo permitido por la normatividad de Rumania 0,01 ppm
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Vaca Bufalo Cabra Oveja
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Figura 38. Concentraciéon de cadmio en leche de diferentes especies (fuente el
autor).

Niveles de cobre

En la figura 39 se puede visualizar la concentracién de Cu en las muestras de leche.
La mayor concentracion se determiné en la leche de bufalo (0,507 ppm) y la menor
concentracion en la de oveja (0,352 ppm). Al igual que el Cd no se dispone de
concentraciones maximas permitas por parte del codex alimentarius, ni por parte de
las normas colombianas. La Unica referencia internacional es la normatividad de
Rumania que fija los niveles maximos permitidos de Cu en 0,05ppm en este
alimento (Rodriguez et al.2017). La leche que estuvo por encima de los niveles
maximos permitidos fue la leche de bufalo. Algunos investigadores han reportado
valores mayores a los que nosotros hemos encontrado. Asi en México Rojas et al.
(2019) determinaron concentraciones de 0,67 ppm de cobre en vacas y bufalos
alimentados con alfalfa producidas en sueros irrigados con aguas residuales. En
otros estudios mencionan contenido menores por ejemplo en San Pedro Antioquia-
Colombia Londofio (2012) reporto niveles de 0,19 ppm para ato lecheros.
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Cobre en leche de diferentes esspecies (ppm)

Nivel maximo permitido por la normatividad de Rumania 0,5 ppm

0,507
0,5
0,457
0,4 4
B
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@)
O 0,24
0,14
0,0 -
Vaca Bufalo Cabra Oveja
Tipo de leche

Figura 39. Concentracién de cobre en la leche de diferentes especies (fuente el
autor).

Niveles de zinc

La concentracion de zinc metalico en todas las muestras de estudio se han dado en
la figura 40. La concentracién mas alta de zinc (0,507 ppm) se encontro en la leche
de buafalo y el nivel mas bajo (2,410 ppm) en la leche de oveja. Todos los valores de
estudio excepto el de la leche de bufalo estuvieron por debajo de la normatividad
establecida en Rumania. Estos resultados son similares a los obtenidos por Ahamad
et al. (2017) donde reportaron altas concentraciones de zinc en leche de bufalo (0,57
ppm) en Pakistan.

Niveles de arsénico y mercurio

Como se muestra en la tabla 8, los niveles de arsénico y mercurio para todas las
muestras de leche estuvieron por debajo del limite de deteccidn, presentado valores
inferiores a 0,008 y 0,0010 ppb para el arsénico y mercurio respectivamente.
Comparando con otros estudios realizado en diversos paises sobre la presencia de
arsénico en leche de diferentes especies, nuestros valores difierieren de los
encontrados por investigadores como Beltran et al. (2015) donde encontraran
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concentraciones de 0,04 ppb para leche fresca de ganado bovino y bufalino. De la
misma forma los valores que hemos reportados son menores a los obtenido en
investigaciones realizadas en cinco ciudades de Pakistan por Ahamad et al. (2017)
en leche de bufalo, cabray vaca, donde encontraron niveles promedio de arsénico
de 0,048 ppb.

Zinc en la leche de diferentes especies(ppm)

Nivel maximo permitido por la normatividad de Rumania 5 ppm
5,0412

Zinc(ppm)

Vaca Bufalo Cabra Oveja

Tipo de leche

Figura 40. Concentracion de zinc en la leche de diferentes especies (fuente el
autor).

Como se puede observar en figura 37,39 y 40, la concentracion de plomo, cobre y
zinc, fue mas altas en la leche de bufala que en las otras especies. Rami (2015)
relaciona la variacion de metales pesados entre especies con el habito de pastoreo
no selectivo de las especies de bufalos el cual puede pastar en cualquier vegetacion
contaminada. Si bien el ganado es muy selectivo en los habitos de pastoreo, es
probable que evite el pastoreo o se alimente de fuentes de alimentos contaminados.
Ahamad et al. (2017) menciona que la variacion entre especies en el nivel de
metales pesados podria deberse a la variacion en los habitos de alimentacion,
pastoreo, las caracteristicas de disposicion de especies particulares con respecto a
los metales toxicos y la intensidad de la exposicién en términos de duracion y
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cantidad. Con relacion a las demas especies( Vaca, cabra, oveja) los niveles de
metales pesados reportados en nuestro estudios estuvieron por debajo de los
establecidos en distintas normatividades como el codex alimentarius y la
normatividad de Rumania que se utiliza de referencia en muchas investigaciones.
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5 CONCLUSIONES

El andlisis espectroscopico ATR-FTIR ha demostrado ser eficiente en la
generacion de datos importantes para la discriminacion de leche de
diferentes especies, demostrando un gran potencial para la determinacion de
los componentes principales de este alimento.

Se hallé que los datos espectrales de orden cero en la regién de huella
dactilar son los que mejor discriminan la leche de diferentes especies, en el
PCA sus dos primeras componentes explican el 97,25% de la varianza total.

Se encontré mayor porcentaje de area relativo de proteinas en la leche ovina
y caprina en relacion a la leche vacuna.

Se estableci6 que el mayor porcentaje de area relativo de lipidos se
encuentra en la leche ovina y bufalina con respecto a la leche vacuna. El
mayor porcentaje de area relativo de carbohidratos se hall6 en la leche ovina.

La determinacion de metales pesados (arsénico, cadmio, cobre, mercurio y
zinc) en leche de bdufala, cabra, oveja y vaca, en la finca Villa Marina del
municipio de Pamplonita, departamento de Norte de Santander (Colombia)
mediante espectroscopia de absorcién atémica, ha permitido comprobar que
las concentraciones de metales pesados en la leche de cabra, oveja y vaca
estd por debajo de los limites permitidos por muchas normativas
internacionales como el codex alimentarius y las establecidas en Rumania.

La determinacion del metal pesado Plomo en leche arrojé niveles ligeramente
superiores a lo reportado por el codex alimentarius, para las especies
bufalina y vacuna, muy posiblemente debido a la cercania de los principales
potreros de la granja villa marina con la via que tiene un alto flujo vehicular,
el cual arroja altos niveles de metales pesados como Pb, al medio ambiente.

Socializacién de resultados de esta investigacion en encuentro regional y
nacional de semilleros: Los resultados de esta investigacion fueron
socializados en VIl encuentro departamental de semilleros, organizado por la
fundacion RedCOLSI el dia 29 de agosto del 2021, asimismo se participo en
el XXIV encuentro nacional de semilleros el dias 2 de noviembre del presente
afo, el cual fue organizado por esta misma fundacion.
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6 RECOMENDACIONES

Investigar en futuros trabajos la tematica planteada en distintas zonas del
departamento de Norte de Santander, ademas en distintas épocas del afio
(factores que afectan la composicion de la leche), con el fin de general
informacién de los principales componentes de la leche de diferentes
especies.

Se recomienda seguir utilizando la espectroscopia FTIR, acoplada con la
quimiometria para el estudio de la leche, incorporando modelos de regresion
lineal como PLS para determinar el contenido de grasas, proteinas y
carbohidratos en este alimento.

Utilizar la FTIR con el analisis de componentes principales PCA, para
determinar adulterantes en la leche, debido a que en nuestra revision de la
literatura algunos autores discriminan la leche con alto contenido de agua,
evidenciando como se crea agrupamientos y separaciones de la leche
fraudulenta.

Realizar un estudio del agua y de los forrajes de la finca Villa Marina, con
esto se corroboran los resultados encontrados en el andalisis de metales
pesados, ademas con el fin de establecer como se relacionan la
alimentacion y la fuente de agua con el contenido de plomo en la leche de
bufalo, el cual estuvo por fuera de los limites establecidos por el codex
alimentarius

Priorizar por parte de las directivas de la granja el mejoramiento de potreros

en el parte alta de la granja de forma que el ganado bovino y bufalino
pastoree lo mas lejos posible de las vias de alto flujo vehicular.
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