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RESUMEN

Es comun usar técnicas de andlisis para asegurar el desarrollo de alimentos inocuos. Los
analisis quimicos en productos lacteos y sus derivados son Utiles para establecer y
mantener la calidad de los alimentos y para garantizar su seguridad. Es por lo mencionado
que, el principal objetivo de este estudio fue analizar las aplicaciones y los usos generales
de las herramientas de caracterizacion e identificacion de compuestos organicos en
alimentos, haciendo énfasis en su contribucion a la inocuidad alimentaria. Las
herramientas analizadas durante el desarrollo del trabajo fueron: Espectroscopia
Infrarroja (IR), Cromatografia de alta definicion (HPLC) y Absorcion Atomica (AA). La
metodologia de revision bibliogréfica utilizada compila informacion de diversas fuentes
referente al tema, para asi argumentar la importancia de la utilizacion de estas técnicas en
la industria lactea. Los resultados aseveran que la Espectroscopia infrarroja tiene una
amplia aplicacion en la medicion de la efectividad en procesos industriales de control de
calidad de productos. A su vez afirman que, la Cromatografia liquida de alta resolucion
es uno de los métodos méas empleados en la industria lactea para la cuantificacion de
componentes y el control de calidad de la leche como materia prima, asi como la
evaluacién de la inocuidad y la calidad nutricional de sus derivados; sin descartar la
cromatografia infrarroja como herramienta Gtil para analizar la composicion quimica
(macronutrientes) de los lacteos y, finalmente sugieren a la Espectroscopia de absorcion

atomica como la mejor herramienta en la determinacion de metales pesados.

Palabras clave: Investigacion bibliografica, industria lactea, calidad alimentaria,
inocuidad alimentaria, seguridad alimentaria, herramientas de calidad, HPLC, productos
lacteos.



ABSTRACT

It is common to use testing techniques to ensure the development of safe foods. Chemical
analyzes in dairy products and their derivatives are useful to establish and maintain the
quality of foods and to guarantee their safety. For this reason, the main objective of this
study was to analyze the applications and general uses of the tools for the characterization
and identification of organic compounds in food, emphasizing their contribution to food
safety. The tools analyzed during the development of the work were: Infrared
Spectroscopy (IR), High Definition Chromatography (HPLC) and Atomic Absorption
(AA). The literature review methodology used compiles information from various
sources on the subject, in order to argue the importance of using these techniques in the
dairy industry. The results assert that infrared spectroscopy has a wide application in the
measurement of the effectiveness in industrial processes of product quality control. At
the same time, they affirm that high resolution liquid chromatography is one of the most
used methods in the dairy industry for the quantification of components and the quality
control of milk as raw material, as well as the evaluation of safety and quality. nutritional
value of its derivatives; without ruling out infrared chromatography as a useful tool to
analyze the chemical composition (macronutrients) of dairy products and, finally, they
suggest Atomic Absorption Spectroscopy as the best tool in the determination of heavy

metals.

Keywords: Bibliographic research, dairy industry, food quality, food safety, food
safety, quality tools, HPLC, dairy products.
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CAPITULO I

SITUACION DE ESTUDIO

Cuando se habla de pardmetros de control de calidad de lacteos, el analisis basico
menciona control de pH, rendimiento, densidad y, ocasionalmente, pruebas de mastitis y
contenido de grasa. Gran parte de la poblacién considera que el objetivo principal de los
procesos aplicados en la industria alimentaria son exclusivamente para la optimizacion
de recursos y el rendimiento comercial, naturalmente estos son de gran importancia; sin
embargo, dentro de este tipo de industria es primordial salvaguardar la calidad nutritiva
de los alimentos, profundizando el control en la calidad de todos los pardmetros
involucrados en el proceso, como la materia prima, los residuos organicos generados y

los productos terminados.

A pesar de que existen herramientas, como la espectroscopia infrarroja y la cromatografia
liquida de alta resolucién, que se han utilizado en control de calidad de alimentos desde
hace varios afios, en Ecuador es inusual encontrar protocolos innovadores destinados al
control de parametros de calidad. Si nos referimos a las industrias lacteas, la situacion es
incluso peor, ya que la informacion que existe sobre la aplicabilidad de analisis regulares
en los productos lacteos del pais es escaza o nula. Cabe recalcar, que dicha informacién
seria un pilar en la seguridad alimentaria; ayudaria a mitigar problemas en salud publica

y permitiria corroborar los estandares de calidad que rigen internacionalmente.



PROBLEMA DE INVESTIGACION

Baja disponibilidad de estas herramientas en el pais.
Desconocimiento de sus aplicaciones.
Desconocimiento de sus beneficios y su relacion con la nutricién y la

innovacion.



MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Industria Alimentaria

La industria alimentaria engloba a todas las actividades industriales enfocadas al
tratamiento, transformacion, preparacion, conservacion y envasados de los diferentes
tipos de productos alimenticios (Rendén et al., 2018). Dentro de esta industria se encuentran

lineas de produccion de alimentos lacteos, carnicos, derivados de frutas y hortalizas, etc.

Considerando los procesos productivos y la variedad de productos que se ofrecen al
mercado, la industria alimentaria se ha convertido en uno de los sectores productivos mas
importantes a nivel global; presentando un alto impacto en el ambito, econémico, social
y ambiental (Restrepo, 2006). Es por ello, que resulta esencial emplear técnicas de analisis
para asegurar el desarrollo de alimentos inocuos, que sean seguros al momento de

consumirlos.

En la industria alimentaria, todo alimento es sometido a pruebas para verificar su
autenticidad, asegurando sus cualidades intrinsecas y de esta manera que se establezca un
precio justo de venta. Entre los parametros que se consideran para que un producto pueda
ser comercializado y que se contemplan en los requisitos establecidos para la obtencion
de la notificacion sanitaria encontramos: el envase, la etiqueta con la informacién
nutricional, el nombre del producto, el precio, la fecha de caducidad, analisis fisico-
quimicos y microbioldgicos, entre otros; informacion que busca garantizar que el

alimento cumpla con los pardmetros de inocuidad y calidad (Rios, 2019).

1.1.2. Industria Lactea

Los productos lacteos y sus derivados se encuentran en una posicion favorable en cuanto
a su posicionamiento en el mercado; exhibiendo un elevado interés debido a su
importancia econdmica y social (Ramirez et al., 2009). El elevado consumo de este grupo

de alimentos se debe a sus cualidades intrinsecas, como los beneficios que aportan a la



salud a través de vitaminas; ademas de proteinas y lipidos imprescindibles en la nutricion

humana.

El consumo de leche contribuye al correcto funcionamiento de musculos y del sistema
nervioso, ayuda a la formacién de anticuerpos y globulos rojos o aportan a procesos
digestivos, entre otras cosas (M. Sanchez, 2021). Es asi, que la leche es considerada un
alimento fundamental en la alimentacion humana. Por otra parte, es un alimento que se
encuentra disponible en casi cualquier parte del mundo y su acceso no es dificil en

términos econdmicos (Uscanga et al., 2019).

La industria lactea es el sustento economico de varias familias en paises de Europa y
Latinoamérica. En Espafia se produce mas de 77.741 toneladas de leche por mes y cabe
mencionar, que la produccidn de leche de oveja es una de las actividades mas importantes.
En el 2019 Colombia vendi6 31,1 TM de yogur y Ecuador exportd 72,2 TM de queso a
Estados Unidos; en el 2020 Colombia perdié el 30% de sus ventas a Estados Unidos en
yogurt y Ecuador perdié el 14% de sus ganancias por exportar queso a Estados Unidos,
esto con respecto a los valores generados en el 2019 para ambos paises (A. Sanchez et
al., 2020).

Para el afio 2019, en nuestro pais se reconocieron un aproximado de 279 mil ganaderos,
que se dedican a la actividad de la industria lactea (Hoyos & Aguilar, 2021). Si referimos la
importancia de este tipo de industria, al tema socioeconémico, Ecuador genera alrededor
de 1,2 millones de empleos directos e indirectos, y su aporte al PIB Agroindustrial es del
4 % (CIL ECUADOR, 2021). A pesar de los grandes cambios de consumo que surgieron a
raiz de la inestabilidad en el periodo pandémico, el sector lacteo no presentd mayores
fluctuacionesy, segun datos del Servicio de Rentas Internas (SRI), en septiembre de 2021,
el sector presentd un crecimiento del 10,92 % en relacion a septiembre de 2020 (Avila &

Jaén, 2022).

Por otro lado, en Ecuador se producen alrededor de 5°100.000 litros de leche diarios que
abastecen la demanda local, considerando que, el consumo de leche fluida es de 110 litros
por habitante cada afio (FAO, 2014). Ademas, se elaboran derivados lacteos cuya gran
parte del proceso es artesanal, sin embargo, la produccion es escasa cuando se trata de
productos cuyo tratamiento requiere aplicaciones y herramientas mas complejas;
haciendo que productos como los suplementos proteicos para deportistas a base de

lactosuero, sean importados para satisfacer su demanda (Jaramillo, 2021). Gran parte de la



leche utilizada para elaborar queso, se convierte en lactosuero y este subproducto no
siempre se aprovecha adecuadamente; existen registros que evidencian que cerca del 50%
de los productores ecuatorianos registrados obtienen entre 9.000 a 45.000 L de lactosuero
mensuales, ya que el queso es un producto con alta demanda en el pais y se ha convertido
en sustento economico principal de algunas familias ecuatorianas, en el 2016 se estimo
que la demanda de productos lacteos se distribuia de la siguiente manera: 90 kilogramos
en quesos de mesa, 100 kilogramos en quesos de sopa, 1200 kilogramos en leche
pasteurizada (Cruz et al., 2021).

1.1.3. Pruebas de control de calidad de la leche

En los Gltimos afios, el interés de los productores por asegurar la calidad y la seguridad
de los alimentos lacteos ha crecido conjuntamente con el deseo de los consumidores por
una alimentacion que no represente una posible amenaza para su salud (Téllez, 2019). Las
principales pruebas que se realizan a la leche para comprobar su calidad se mencionan en
la Tabla 1.

Tabla 1. Principales pruebas de calidad de la leche

Nombre Descripcion / Funcion Precision

Determina la acidez por medio de la titulacion de la leche con

Prueba de acidez ayuda de un indicador de color (fenolftaleina). Media

Determina la densidad de la leche utilizando un
lactodensimetro, detecta si la leche ha sido adulterada con

Prueba de densidad | agua o suero, pero no detecta otro tipo de adulteraciones mas Media

discretas como la melamina.

Es una prueba rapida que determina si la acidez no supera el

0.21% en la leche y es apta para ser procesada; sin embargo,

Prueba de alcohol es propensa a falsos positivos en presencia de Ca, Mg y otros Baja

componentes.

Es una prueba colorimétrica sencilla, que sirve para

Prueba de reductasa | determinar la calidad higiénica de la leche. (Novoaetal., 1987). Baja




pH

Se usa un potenciémetro calibrado para determinar que el pH
de la leche este dentro del rango de 6,4y 6,8.

Media

Indice de grasa

Son métodos quimicos que extraen o separan la grasa de la
leche o el queso con ayuda de disolventes para que pueda ser
medida, el método mas utilizado en lacteos es el método del
butirométro de Gerber (E. Garcia et al., 2013)

Media

Sélidos totales

y
Sélidos no grasos

Se calculan aplicando sus férmulas correspondientes, que
estan relacionadas con el porcentaje de grasa y la densidad
medida con el lactodensimetro. Es importante conocer estos
valores para tener una idea mas clara de que componentes le
dan la densidad a la leche, ademés de la grasa (Novoa et al.,
1987).

Media

Lactometria

Mide el indice de refraccion de la leche segun tenga mayor o
menor contenido de agua. Se mide con el refractometro de
Bertuzzi. La leche normalmente tiene una lactometria entre
8.2y 9.0%. Si el indice es mayor al rango establecido puede
significar que hay agua adicional, mientras que, si es menor,
se puede deber a la adicidn de otras sustancias (Novoa et al.,
1987).

Media

Prueba de mastitis

Existen varios métodos para determinar si la leche esta
contaminada con mastitis, entre ellos midiendo Ila
conductividad eléctrica de la leche, papel indicador,
concentracion de cloro en leche, prueba California, conteo de

células somaticas (Rodriguez et al., 2021).

Alta

Fuente: (L. Méndez, 2020)

1.1.4. Adulteracion de la leche

Los alimentos son objetivos de diferentes tipos de fraude como lo son la publicidad

engafosa, etiquetas con informacion que no corresponden al producto y uno de los méas

graves e importantes es la adulteracion directa de la calidad de los alimentos. Los cambios

en la composicion de estos tienen el objetivo de economizar costos de produccion y

pueden llegar a tener efectos negativos en la salud de los consumidores, algunos pueden




llegar a ser toxicos. Un claro ejemplo de esta problematica es la presencia de melamina
en la leche, misma que condujo a una de las grandes crisis alimentarias conocidas en los
Gltimos afos (C. de la J. R. Pérez & Garcia, 2012). En la Tabla 2 se enfatizan las
adulteraciones mas comunes de la leche, sus funciones y los ensayos de deteccion. Con
ello se destaca la importancia a la prevencion del fraude alimenticio y la necesidad de
aplicar métodos y herramientas de analisis para la caracterizacion de leche, que consigan

descubrir cualquier cambio en la composicién quimica de los alimentos (Téllez, 2019).

La quimica lechera se cred por la necesidad de controlar la calidad de la leche como
materia prima; para ejecutar un andlisis fisicoquimico en el area de tecnologia de
productos lacteos, se requieren de soluciones quimicas que seran empleados en la
determinacion de ciertos componentes de la leche y sus derivados (Artica, 2014). Existen
varios métodos fisicoquimicos de deteccién de compuestos especificos, que ya son
conocidos por su capacidad de disimular las adulteraciones en la leche como materia
prima, 0 para conservar las caracteristicas que identifican a los productos lacteos como
frescos, como la textura, el color, el olor, entre otros. En la tabla 2 se describen los
compuestos mas comunes que se agregan a la leche y sus derivados con el propdsito de
adulterarlos, esta tabla describe el propdsito y el ensayo fisico quimico que detecta el
adulterante, estos ensayos son aplicados en la actualidad de forma algoritmica y empirica,
basandose en la repeticion de guias establecidas hace mas de 20 afios como lo hizo Novoa
en 1987.

Tabla 2. Adulteraciones en la leche

Aditivo adulterante Funcion Ensayo de deteccion

Se agrega para aumentar la estabilidad de la | Si al agregar una solucién de
Formol leche evitando que se corte o se acidifique, | cloruro férrico y H,5S0, se forma
actuando como agente conservador ya que es un anillo violeta entre los acidos
un compuesto bacteriostatico, su consumo es o .
o P , y la leche, se indica la presencia
toxico y puede llegar a ser mortal (Gomez et

al., 2016).

de formol (Novoa et al., 1987).




Cloruros (sal)

Se encuentran en el agua salada que se
agrega a la leche para abaratar costos
(Periago, 2013).

Hay cloruros afadidos en la
leche, si esta adquiere un color
amarillo intenso al afiadir nitrato
de plata y bicromato de potasio
(Novoa et al., 1987).

Agua oxigenada

El peréxido de hidrogeno puede llegar a la
leche por malas préacticas de manufactura,
ya que se wusa para limpiar los
contenedores donde pasteurizan la leche
en la industria, este compuesto hace que la
leche se corte y adquiera un olor y sabor

poco agradables (Castén, 2017)

La leche ha sido mezclada con
agua oxigenada si cambia su
color blanco a amarillo, verde o
azul; en presencia de una mezcla
de almiddn, yoduro de potasio y
acido clorhidrico (Novoa et al.,
1987).

Bicarbonato o sosa
caustica

(Neutralizantes)

Se agrega bicarbonato de sodio para
neutralizar el exceso de acidez de la leche
y asi proporcionar un medio neutro que
favorece la formacion del color tipico del

manjar (Pilco, 2013).

Si al mezclar leche con é&cido
rosalico y alcohol, esta se hace
rosada entonces se indica la
presencia de neutralizantes.
También si al mezclar la leche
con una solucién de alizarol, no
se corta, es sefial de que la leche
ha sido adulterada (Novoa et al.,

1987).

Féculas (maicena,

Se agrega para aumentar la densidad de la

leche, puede aparentar un mayor

Se agrega lugol a la leche hervida
y si se oscurece hasta un tono

harinas) contenido de nutrientes y un menor | azul o morado, significa que
contenido de agua (Novoa et al., 1987). existen féculas agregadas (Novoa
etal., 1987).
Se agrega para alterar el sabor del | Se mezcla la leche con una
Azlcar producto, esto es conveniente cuando se | solucion de bilis de buey y HCl a

ha agregado agua a la leche (Novoa et al.,
1987).

65°C, si después de 5 minutos se
torna negro, significa que se ha
afladido azucar (Novoa et al.,

1987).

Fuente: (Novoa et al., 1987).




1.1.5. Soberania y Seguridad Alimentaria

La Soberania Alimentaria es un término que describe el derecho a una alimentacion
innocua, nutritiva y culturalmente apropiada de los pueblos y comunidades dentro de un
pais. Constituye un componente esencial en los paises en vias de desarrollo como el
Ecuador, es asi que se la incluyé entre los derechos del Buen Vivir de la Gltima

Constitucion (Goémez et al., 2016).

La Soberania y Seguridad Alimentaria establecen politicas adecuadas que protegen a la
comunidad y aseguran el acceso a productos de calidad (Gémez et al., 2016), es decir que,
su finalidad es priorizar la garantia del derecho universal a la alimentacion (Giunta, 2009).
Por lo tanto, es necesario asegurar el desarrollo de la industria alimentaria en el area de
analisis instrumental; garantizando la actualizacion de los recientes descubrimientos
innovadores y sustanciales, asi como la verificacion y la socializacion de informacién
(Chavez et al., 2019).

1.2. Principales herramientas de caracterizacion de productos lacteos

Con el avance tecnoldgico y el desarrollo cientifico se han implementado nuevas
herramientas de caracterizacion cuya finalidad es detectar y mitigar el fraude alimenticio,
pues las adulteraciones son mas comunes y utilizan mejores metodologias que las hacen
imperceptibles a simple vista y casi indetectables con los métodos tradicionales de

analisis de calidad y seguridad (Escobar et al., 2010).

1.2.1. Espectroscopia infrarroja (IR)

Fundamentos de la IR

La espectroscopia infrarroja es una técnica econémica y eficaz para la identificacion
estructural o determinacion cualitativa de diversos compuestos orgéanicos, ya que algunos
grupos de atomos muestran frecuencias de absorcidn vibracional, caracteristicas en esta

region del espectro electromagnético (Rojas, 2012).



Ranura de entrada
Fuente IR

vies [ \ESPejo

Muestra
. — » Detector | Ordenador | Imprimir
Rejilla o

prisma

Ranura
de salida

Figura 1. Esquema de un equipo de IR dispersivo

Fuente: (Téllez, 2019).

En la figura 1 se muestran las partes fundamentales de un espectrometro infrarrojo
dispersivo conectado a un sistema informético, existen muchos equipos que aplican la
tecnologia infrarroja, algunos especificos para composicion quimica de leche, adaptados
para medir un solo analito, portatiles, etc. Por otra parte, hay un grupo de espectrometros
con transformada de Fourier que no son portatiles y cuentan con un interferémetro de
Michelson, que permite aplicar la transformada de Fourier. Estos equipos permiten
trabajar con varias muestras ya que es rapido, econémico y la preparacion de la muestra
es minima (Téllez, 2019).

La tecnologia IR puede ser aplicada en varias lineas de producciéon de alimentos,
incluyendo los lacteos, por lo que a continuacion se van a analizar varios articulos en los
cuales se aplica la espectroscopia infrarroja en productos de ésta linea, destacandose la

leche, el suero de leche y el queso.

Recuperacion de lactosa y proteinas a partir del suero de queso de leche de vaca

En este articulo publicado en el 2012, separaron las proteinas del suero de queso de leche,
sometiendo la muestra a un proceso de pasteurizacion y posteriormente a ultrafiltracion
para concentrar las proteinas. Para obtener la lactosa, se deshidrato el concentrado de

proteinas y pasé por un proceso de nanofiltracion. En cada etapa se analizaron muestras
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por espectrofotometria FTIR para demostrar la eficiencia del proceso de recuperacion de
los componentes mencionados, ademas, se compararon los resultados con productos
comerciales como concentrados proteicos, leches en polvo y suero deshidratado
(comercializado para materia prima), obteniendo como resultado que la muestra
experimental obtenida en el trabajo obtuvo mayor concentracién proteica que algunos
productos comercializados como algunas marcas de leche en polvo y suero en polvo. Es
por esto que en algunos paises se utiliza el suero de leche deshidratado en lugar de la
leche en polvo, ya que asi se optimiza la leche como recurso, se puede utilizar el suero
deshidratado en la elaboracidn de otros productos derivados de la leche como el yogurt o
el queso para aumentar su concentracion en nutrientes, como proteinas y lactosa (Rojas,
2012). El trabajo enfatiza la importancia de las proteinas solubles presentes en el suero y

en la leche en polvo, asi como vitaminas del grupo B, lactosa y acido ascorbico.

Efecto de la temperatura de cuajado de la leche sobre el rendimiento quesero, la
composicion quimica y la valoracién sensorial de quesos frescos de cabra

Este estudio fue realizado en Valencia en el afio 2016, en el que Crespo utiliza la
espectroscopia de infrarrojo cercano para analizar la composicion fisicoquimica del queso
producido en SAT (quesera espariola). Se aplicaron temperaturas en un rango de 30°C y
34°C en diferentes lotes de queso, para determinar como afectaba esta variable a la
composicion y las caracteristicas sensoriales de los quesos obtenidos al finalizar cada
proceso; para esto se analizaron sélidos totales, grasa, proteina y sal en las diferentes
muestras de queso, ademas se aplicé un analisis sensorial. Finalmente se determind que
el rango de temperatura aplicada no demostraba adulteraciones en la composicion
fisicoquimica ni organoléptica de los quesos (Crespo, 2016). En los ultimos afios la
espectroscopia infrarroja ha sido considerada en algunos trabajos de investigacion para
analizar el tratamiento de coagulacion y otras caracteristicas reoldgicas de la leche
durante la preparacion de quesos, ya que los parametros derivados a partir de los perfiles
de dispersion de luz de infrarrojo cercano, se correlacionan con la velocidad de
coagulacion, permitiendo analizar en tiempo real este proceso gracias a sus sensores de
fibra dptica (Arango et al., 2012); sin embargo, existen otras técnicas de caracterizacion

que han demostrado potencial para estudiar estos parametros, entre ellas la espectroscopia
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de fluorescencia sincrénica, que es una técnica rapida y no destructiva que permite

controlar los tiempos de coagulacion y gelificacion del queso (Moreno, 2012).

Evaluacion del efecto de la concentracion de la salmuera y tiempo de inmersion en el
contenido de cloruro de sodio del queso mozzarella

En este estudio se evalué un proceso de osmodeshidratacién presente en quesos
sumergidos en una solucion de salmuera, para esto se analizé la concentracion de cloruros
en porcentaje usando espectroscopia de infrarrojo cercano, que es un método instrumental
que permite medir de forma rapida la composicién quimica y nutricional de una muestra;
determinando que la concentracion de salmuera influye de manera significativa en el
porcentaje de cloruros encontrado en las superficies laterales del queso; mientras que el
tiempo de inmersion influye en la concentracion de cloruros ubicada en el centro del
queso al final del proceso, esto permitird predecir la composicion adecuada de la solucion
de salmuera para obtener un queso mozzarella homogeéneo en cuanto a sabor y porcentaje

de cloruros; informacion util para industrias queseras (Quintero, 2018).

Analisis de leche mediante espectroscopia de infrarrojo para la determinacion de
mastitis subclinica en el ganado caprino

Se desarroll6 una metodologia a nivel de laboratorio en el que se trituraron las muestras
de quesos como pretratamiento, y fueron analizadas por duplicado usando un FoodScan
especifico para lacteos, este equipo utiliza la espectroscopia de infrarrojo cercano, que
permite determinar la composicién quimica de muestras solidas y semisélidas, como es
el caso del queso; se pretendia descubrir evidencia de infeccion por mastitis subclinica en
el ganado caprino a través de los resultados obtenidos de las muestras de queso de leche
de cabra; se analizaron los marcadores inflamatorios y los resultados de un Recuento de
Células Somaticas (RCS) como indicadores de la presencia de mastitis. Sin embargo, los
resultados obtenidos presentaron una baja precision como indicadores inflamatorios. Por
lo que se puede inferir que ain no se ha desarrollado un método efectivo en el que se
apliqgue MIR para detectar células somaticas (Orts Tejero, 2021). Sin embargo, Beltran
(2016) demostro que existe una concentracion residual considerable de tilosina en la leche

recién ordefiada de cabras a las que se les ha suministrado el antibidtico para combatir la
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mastitis, también establecio que los quesos fabricados con esta leche presentaron cambios
significativos en sus caracteristicas, principalmente en la textura y alteraciones en la fase
de curado, también se conservaron cantidades cuantiosas del antibidtico residual en la
etapa de maduracion, la tilosina residual fue cuantificada por HPLC-MS y previamente
se utilizo un equipo de infrarrojo cercano calibrado con leche de cabra para determinar la
composicion quimica de los quesos y la leche, es decir, para determinar el porcentaje de

lipidos, proteinas, materia grasa y contenido de sal de las muestras (Beltran, 2017).

1.2.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Fundamentos de la cromatografia liquida de alta resolucion

La HPLC es uno de los métodos cromatograficos mas utilizados para la separacion y
analisis de los componentes quimicos de una mezcla (Suarez Ospina & Morales
Hernandez, 2018). La Figura 2 muestra el esquema de un equipo HPLC con sus mddulos
ineludibles, en el cual intervienen dos fases inmiscibles entre si: la fase movil y la fase
estacionaria; ademas del analito o muestra de interés (A. Pérez, 2021). Las distintas
fuerzas quimicas y fisicas que actlan entre sus componentes son quienes determinan la

retencién y separacion de cada uno de ellos (Fallon et al., 1987).

bomba inyector columna detector sistema de datos

“—LTh 2

Figura 2. Esquema de un equipo HPLC. Cinco mddulos ineludibles del cromatégrafo HPLC

Fuente: Garcia de Marina Bayo y Yusa Marco, 2016

La cromatografia en combinacion con otras técnicas, como la espectrometria de masas ha
probado ser de gran utilidad en la identificacion y cuantificacion de diferentes compuestos
como los fendlicos, flavonoides, acidos organicos, etc.; contribuyendo asi en la
determinacidn de caracteristicas como la actividad antioxidante o, a su vez, catalogando
alimentos como ingredientes funcionales por su contenido de nutrientes (A. M. Ldpez,
2017).
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La técnica de HPLC es una de las mas utilizadas en las industrias lactea para la separacion
y analisis de componentes, ya que tiene un elevado poder de resolucion, un corto tiempo
de analisis, una elevada versatilidad, el tiempo de separacién es corto y es una técnica no
destructiva (A. Pérez, 2021). Los analisis que se han reportado hasta la actualidad en
productos lacteos se refieren a la determinacion de sustancias como las que se detallan a

continuacion:

Determinacion de histamina en quesos

La cromatografia de liquidos ha sido de gran utilidad en el analisis de la calidad quimica
en quesos, determinando sustancias de interés como la histamina (Cuevas Mantecdn,
2017). La histamina es una sustancia reguladora que se encarga de que las reacciones en
el organismo se produzcan normalmente; controla la contraccion o relajacion de los
mausculos lisos, estimula la memoria y el sistema motor, ademas, interviene en el control
de las secreciones gastricas (Izquierdo et al., 2003). Las bacterias &cido lacticas son los
principales microorganismos a quienes se les atribuye la produccion de histamina v,
considerando que forman parte habitual de la composicién de quesos y otros productos
lacteos, resulta imprescindible monitorear las condiciones de refrigeracion y
conservacion para que su crecimiento esté controlado y los alimentos lacteos conserven

sus propiedades de la mejor manera (Garcia, 2012).

La histamina puede encontrarse en productos lacteos y aunque no se ha encontrado en
cantidades alarmantes, sin embargo, en quesos como el Gouda y queso blando en
salmuera la concentracion es elevada en relacion con los quesos frescos (G. Hernandez et
al., 2019). La concentracion considerada de riesgo es la mayor de 500 ppm, misma que
puede provocar intoxicaciones (R. Hernandez et al., 2019). Es por ello que Izquierdo et
al. (2003) han establecido la importancia de realizar este andlisis en productos lacteos
tomando en consideracion que esta sustancia representa un peligro para la salud de las

personas.

Para la cuantificacion de histamina (lIzquierdo et al., 2003) toman como punto de partida
la preparacion de la muestra. En su experimentacion, se diluyeron varias muestras de
queso en &cido tricloroacético al 5%, para posteriormente homogenizarla y filtrarla. El
liquido filtrado continué el proceso de derivatizacion con ortoftaldehido y, finalmente,
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fue colocado en el equipo de HPLC con detector de fluorescencia. Se consideraron ciertas
condiciones en la corrida cromatografica como: volumen de inyeccion de 20 ul con un
tiempo de 15 minutos por corrida; temperatura del horno de columna de 33°C y
composicion de la fase movil por fosfato monosddico. Del total de muestras analizadas

por Izquierdo, se obtuvo un valor medio de histamina de 52.38 + 5.39 mg/kg.

Determinacion de glicomacropéptido en leche adulterada

El glicomacropéptido (GMP), es una proteina producida por la degradacion de caseinas
presentes en la leche por efecto de enzimas o bacterias y, la mayor parte se produce en el
proceso de fabricacion de quesos (Galindo et al., 2006). EI GMP se cuantifica por
métodos cromatograficos; bien sea por cromatografia de exclusion molecular, HPLC en
fase inversa o cromatografia de intercambio i6nico. El Unico inconveniente que presenta
la técnica de HPLC, al momento de determinar la presencia de GMP, es arrojar resultados
con falsos positivos (E. Rojas et al., 2009).

Tomando en consideracion la importancia de la GMP, en Ecuador se han realizado varios
estudios sobre la adulteracion de productos lacteos. Uno de ellos fue la determinacion de
esta proteina en leche cruda. El estudio realizado en el laboratorio de Control de Leche
de Agrocalidad inici6 con la preparacion de las diferentes muestras de leche, mismas que
fueron refrigeradas y homogenizadas. Posteriormente, a cada muestra se afiadio acido
tricloroacético y se las filtr0 para comenzar con las corridas cromatograficas. Los
resultados obtenidos, mediante el método de cromatografia liquida en elusion isocrética,
indicaron que un 35,7 % de muestras contenian GMP (Bahamonde & Jiménez, 2015);
demostrando asi, que la leche analizada no cumplia con los parametros establecidos en la
Norma INEN 9:2012.

Determinacion de riboflavina en productos lacteos

La riboflavina, vitamina hidrosoluble del complejo B, se encuentra presente en productos
lacteos en un rango de 11,73 a 15,41 pg/g BS. Es un componente vital para el correcto
funcionamiento del organismo; el consumo regular de leche, yogurt y quesos puede

satisfacer el requerimiento nutricional. Es asi que, el 40,4% de ingesta de esta vitamina
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proviene de productos de lacteos; sin embargo, durante los procesos térmicos y de

almacenamiento de leche y yogurt, esta vitamina suele degradarse (Vega et al., 2001).

En el articulo publicado por Bueno-Solano et al. (2009) se determind mediante HPLC
con deteccion por fluorescencia, la presencia de riboflavina en varias muestras de lacteos.
La preparacion de la muestra inicié con una hidrolisis acida, seguida por una digestion
enzimatica, y, por ultimo, la precipitacion de proteinas. Posteriormente, se utilizé un
sistema isocratico en el andlisis cromatografico. Los resultados reportados indican que el
contenido de riboflavina alcanzé un valor de 15,41 pg/g BS en la leche pasteurizada y
3,078 ug/g BS en yogurt (Bueno et al., 2009).

Determinacion de residuos de triclabendazol en lacteos

El triclabendazol (TCBZ) es un desparasitante de alto espectro de uso extenso en bovinos
y en general, en la veterinaria; se lo emplea para tratar la fasciolosis que afecta a humanos
y animales. La presencia de residuos de este farmaco, asi como el de sus metabolitos
sulfoxido de triclabendazol (TCBZSO) y triclabendazol sulfona (TCBZSO2) en leche
fresca y derivados lacteos, representan un problema de salud publica, ademéas de que su

uso esta prohibido en vacas lactantes (Huaman, 2021).

En el estudio realizado por Reyna Corina en 2014, se determinaron residuos de TCBZ y
TCBZSO en leche y queso mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Para la
extraccion de estos compuestos en muestras de leche se agregd acetonitrilo y
adicionalmente, se centrifugaron las mezclas homogéneas. La muestra se inyect6
directamente al equipo de HPLC, cuya fase mdvil estuvo compuesta por acetonitrilo y
acetato de amonio. El equipo empleado utiliz6 un sistema de deteccion por luz ultravioleta
a longitud de onda de 300 nm. Ninguna de las muestras de queso y leche presento residuos
de triclabendazol y sulfoxido de triclabendazol, por lo que se las consideraron libres del

antiparasitario y seguras para el consumo (Reyna, 2014).

Determinacion de melamina en leche

La melamina es una sustancia quimica cuyo consumo puede ser muy peligroso tanto para

humanos como para animales, la melamina puede llegar a la leche y otros alimentos de
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forma natural, o por malas practicas, ya que es un quimico usado en algunos envases
alimentarios y también en madera (Pérez & Garcia, 2012). También se usa la melamina
intencionalmente en alimentos para cambiar las caracteristicas organolépticas; en el caso
de la leche, puede aparentar un mayor contenido proteico. En el 2007, en China se
presentaron varios casos de intoxicacién por melamina en infantes y en animales (Escobar
etal., 2010). La Union Europea y la FDA (Food and Drug Administration), establecieron
como limite méaximo de melanina en productos lacteos un valor de 2,5 mg/kg (Pufiales,
2015).

Existen varios analisis quimicos para detectar melamina en diferentes muestras. Garrido
Rubio, 2017 destaca entre ellos el método de cromatografia liquida de alta resolucion,
debido a su alta sensibilidad, sin embargo, refiere que esta instrumentacion es alta y
costosa. El trabajo publicado por Pufiales, 2015 inicid con la extraccion con solventes
mediante una precipitacion proteica; a continuacion, se procedié a la purificacion por
intercambio i6nico y finalmente, el analisis cromatografico. Para realizar dicho andlisis
se utilizd un equipo HPLC con deteccion ultravioleta, el volumen de inyeccion de
estandares y muestras fue de 90 pL para ambos casos Y, la fase movil estuvo compuesta
por una solucién de 1-heptano sulfonato de sodio y acido citrico. Los resultados finales
de este estudio arrojaron valores de concentracion de melamina entre 0,017 mg/kg y 0,082
mg/kg.

Especiacion de yodo en leche mediante HPLC

El yodo es un elemento esencial para el correcto funcionamiento del organismo. Forma
parte de las hormonas tiroideas, mismas que se encargan de regular el desarrollo y
diferenciacion de las células del cuerpo; del metabolismo basal, de la maduracion de las
neuronas y el crecimiento de huesos largos (Landaeta, 2021). El déficit de yodo es un
trastorno nutricional que puede provocar retraso mental prevenible y en otros casos bocio.
Es por lo mencionado que, la ingesta de este componente es recomendada en la dieta
diaria (M. Garcia, 2013). La presencia de yodo en suero de leche es de alrededor del 85%,

mientras que en natas y caseina es de 2%y 7%, respectivamente (Fernandez, 2004)

En productos lacteos, el yodo se puede presentar de diversas formas quimicas, mismas

que se determinan mediante HPLC (Céardenas Quintana et al., 2003). Las técnicas
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cromatograficas de alta resolucion empleadas en los analisis de yodo son las de exclusion
por tamafios y en fase reversa. La HPLC por exclusion de tamafio nos da un acercamiento
de los compuestos a los que esta unido el yodo en los productos lacteos, que en su mayoria
son yoduros. A su vez, esta herramienta también permite evidenciar cémo ciertas

fracciones de yodo se une a las caseinas, presentes en el suero lactico (Fernandez, 2004).

Determinacion del contenido de fosfolipidos en productos lacteos

Los fosfolipidos tienen propiedades bioactivas y presentan varios beneficios como
promotores de la salud humana, en la inhibicion del cancer y en la mejora del sistema
inmunoldgico (Castro, 2015). La presencia de lipidos polares en la leche es menor al 1%.
(Miravalles, 2015). La concentraciéon de fosfolipidos totales en la leche es variable,
oscilando en un rango de 44,9 — 420,0 mg por kg de leche (J. Fontecha, 2010).

El articulo publicado por Ferreiro Portas, 2016, describe como primer paso la extraccion
de fosfolipidos de la leche; una vez culminada esta etapa, la metodologia utilizada
menciona que se identificaron y cuantificaron los componentes mediante analisis
cromatogréfico. El protocolo descrito para el uso de HPLC con detector de dispersion de
luz. empleé una fase estacionaria de silice con particulas de 3um; un volumen de
inyeccion de 20ul y una temperatura del detector de 50 °C. EIl contenido promedio de
fosfolipidos en leches comerciales fue de 309,5 mg/kg, valores que se encuentran dentro

del rango establecido previamente (Fontecha, 2010).

Determinacion de aminoacidos en productos lacteos

Dentro de las fuentes proteicas, los lacteos fermentados como el yogur han aumentado su
popularidad y consumo en los Gltimos afos, por la cantidad de proteina que presentan
(Medina & Lozano, 2016). Se ha establecido que para que un yogurt sea denominado
como “alto en proteinas” debe contar en su contenido con un 5,6% minimo de proteina y

un maximo de 15% de grasa total (Behrmann et al., 2021).
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La determinacion del perfil de aminoacidos se realiza mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) (Glaves et al., 2021). En la tabla 3 se puede observar la cantidad
de aminoacidos, esenciales y no esenciales, en mg por cada 100g del producto lacteo.

Tabla 3. Contenido de aminoé&cidos en miligramos (mg) por 100 g (mg/100 g) de
yogures altos en proteina (YP), yogur batido (YBAT) y proteina del suero de leche (WP)

Aminoacidos no esenciales Aminodcidos esenciales
Muestra Asp | Glu Ser | Arg | Ala | Pro Tyr His | Thr Val Met lle Leu | Phe | Lys

(mg) | (mg) | (mg) | (m) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg)
M1 835 2079 582 414 485 819 393 450 584 G529 286 G254 1067 412 ifati]
P2 445 1224 349 283 286 539 253 342 303 367 184 337 580 243 440
YP3 485 1444 407 340 322 671 278 413 325 420 209 ar4 687 295 T
P4 527 1274 an 267 204 599 269 259 255 382 143 s 578 247 460
PS5 367 1098 318 266 254 h28 225 305 263 323 165 289 heh 223 428
YBAT 209 610 190 180 154 e 131 247 138 188 109 160 283 115 242
WP TAB2 (14134 [ 3,900 | 2083 | 402 (4701 | 1949 | 2851 | 5368 | 3,990 | 1,698 | 4524 | 7,389 | 2015 | 5,712

Asp: aspartato; Glu: acido glutamico; Ser: serina; His: histidina; Arg: arginina; Thr: treonina; Ala: alanina; Pro:

prolina; Tyr: tirosina; Val: valina; Met: metionina; lle: isoleucina; Leu: leucina; Phe: fenilalanina; Lys: lisina.

Fuente: (Glaves et al., 2021)

1.2.3. Espectroscopia de absorcion atdmica (AA)

Fundamentos de la AA

Segun Pérez, 2013, la espectrofotometria de absorcion atémica es una técnica
instrumental en la cual, los &tomos presentes en la Illama absorben parte de la radiacion,
por lo tanto, la sefial disminuye y ese dato es lo que mide el detector, el cual
posteriormente es transformado en una concentracion; esquema que se observa en la
Figura 3. De acuerdo con la medicidn de la cantidad de luz absorbida, se puede hacer una
determinacidn cuantitativa de la cantidad de analito. El uso de fuentes de luz especiales y
una cuidadosa seleccion de las longitudes de onda permiten determinar elementos
especificos (Gaitan, 2006). Esta es una de las técnicas espectroscopicas mas utilizadas
por su sensibilidad (Bricefio, 2012).
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Figura 3. Esquema basico de un equipo AA

Fuente: Gallegos et al., 2012

En los alimentos lacteos, gracias al método de espectrofotometria de absorcion atémica
con horno de grafito, se ha detectado contaminacién por metales como el plomo, el
cadmio, el arsénico entre otros; por lo que se ha establecido la importancia de analizar
periédicamente los niveles de estos metales en la leche cruda. Estos niveles varian
dependiendo de las regiones, por lo que segun la ubicacion geografica de la zona se deben
tomar medidas correspondientes para asegurar la calidad de la leche (Mendoza & Medina,
2013)

Determinacion de metales pesados en la leche

Nos referimos al término de metal pesado para cualquier elemento quimico tdxico o
incluso venenoso a bajas concentraciones y, cuya densidad supere los 6 g/cm?® (Quichiyao,
2014). Se considera a los metales pesados como elementos traza, es decir, elementos cuya
concentracion es menor al 0,1%. En los alimentos se encuentran metales toxicos como
plomo, arsénico, cadmio, selenio y mercurio y, metales esenciales como cobre,

manganeso, aluminio y cobalto (Pardo, 2001).

Para determinar las concentraciones minimas de metales en alimentos se emplea la
técnica de Absorcion Atomica (Simon, 2008). La OMS (2020) refiere que una de las
etapas mas importantes en la vigilancia de la seguridad quimica de los alimentos, es la
obtencion de datos acerca de los niveles de determinadas sustancias que pueden estar
presentes en los alimentos, por lo cual es necesario realizar un andlisis de los mismos (E.
Lopez & Rodriguez, 2018)
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Las fuentes de las cuales provienen los metales pesados son diversas, entre las que
destacan los fertilizantes utilizados en agricultura, el agua y los alimentos ingeridos por
los bovinos, el uso de material en el ordefio, el almacenamiento de la leche y su transporte

(B. Méndez & Leyva, 2018).

El procedimiento seguido por Fuentes et al., 2005 para analizar los metales pesados en
las muestras fue el sugerido por Gabrielli Favretto y consistié en incinerar las muestras,
agregar &cido nitrico para posteriormente se disuelve antes de medir estos metales por
absorcion atémica. En el equipo se utilizaron lamparas de catodo hueco y se empleé la

Ilama de aire-acetileno para la vaporizacion para cada elemento analizado.

En la Tabla 4 encontramos la concentracion de metales pesados por kilogramo de leche
proveniente de diferentes localidades, lo que en el estudio se denominé como
concentracion de metales pesados por establos, y el limite permitido en diferentes lugares
del mundo. Los valores promedios de zinc y cobre se encuentran dentro del limite de
deteccion; sin embargo, el valor promedio de la concentracion de plomo y cadmio
sobrepasa el limite permitido. Este resultado resulta alarmante por las consecuencias que
tienen estos metales pesados en la salud humana. De acuerdo con Fuentes et al., 2005 los
excedidos valores se dan por varios factores como los forrajes, la calidad de agua bebida
por el animal, la época de afio, la contaminacién automovilistica de la zona, entre otros;

ademas de factores como el método de analisis de los metales.

Tabla 4. Promedio de concentracion de metales pesados por establo.

Estabio Concentracion (mg'kg) base seca
7 0.2714 0.2857 0.4278 33735 |
. 2 0.5898 0.2936 0.3396 3.2061 |
3 06296 0.3048 0.4167 36048 |
4 0.7723 0.3142 0.4816 40177 |
' 5 0.8299 02794 0.3968 3.1990 |
Promedio 0. 7406 0.2955 0.4125 34802 ]
' Limite permitido ‘
Unidn 0.02 - . - |

Europea

Rumania 0.10 0.04 0.5 5 ]
Codex- FAD 0.02 - . - |

Fuente: (Fuentes et al., 2005)
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Segun el estudio realizado por Ayala y Romero, 2013, en Ecuador fueron analizadas
muestras de leche provenientes de la provincia del Oro, después de aplicar
espectrofotometria de absorcién atomica con generacion de vapor de hidruros se
determind en el caso del mercurio que excede 2,2 veces los limites establecidos por los
requisitos para leche cruda determinados en la Norma Técnica Ecuatoriana, de 0,005
mg/kg en su media; mientras que, en el caso del arsénico, aunque si se encontro presencia
de este metal, no sobrepasé en ningun caso el valor de 0,015 mg/kg que es el limite
permitido (INEN 0009:, 2008)

Considerando que, en Machachi se encuentran varias fincas lecheras que cuentan con un
pastoreo que incluso llega a la Panamericana Sur, la determinacién de metales pesados
en la leche es un indicador de contaminacion ambiental. Las muestras recolectadas se
analizaron mediante espectrofotometria de absorcién atdbmica con horno de grafito. Todos
los ensayos dieron positivo a la presencia de metales; el 98,28% de muestras sobrepasa
el limite maximo de plomo permitido, que es de 0,02 mg/kg. También se detecto arsénico
y mercurio en algunas muestras de leche y, a pesar de que los niveles son bajos,
representan un riesgo a la salud por su capacidad de acumulacion al ser potencialmente

cancerigenos (de la Cueva et al., 2021).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

% Analizar las aplicaciones y los usos generales de las herramientas de
caracterizacion e identificacion (HPLC, AA & IR) de compuestos organicos en

alimentos haciendo énfasis en su contribucién a la inocuidad alimentaria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Conceptuar informacion concreta del aporte de tres herramientas de
caracterizacion e identificacion (HPLC, IR y AA) de compuestos en productos
lacteos y resaltar sus virtudes para promover el interés en su estudio y
aplicacion en el futuro.

» Comparar informacion relevante sobre las condiciones actuales necesarias
para manejar las tres herramientas seleccionadas (HPLC, IR, AA) en
alimentos lacteos.

» Discutir la importancia y el efecto que tienen estas herramientas de
caracterizacion en los avances de inocuidad en alimentos lacteos y otros

aspectos alimenticios.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Este trabajo de investigacion se realizd con base a la informacién recopilada de libros
virtuales, articulos de tercer y cuarto nivel de educacion disponibles en las bibliotecas
Universitarias, y principalmente revistas y articulos cientificos obtenidos de bases de
datos como Scopus, Dialnet, Vitae, entre otros buscadores.

Se utiliz6 Excel para almacenar de forma ordenada la informacion recopilada en una

matriz, como respaldo del origen de las fuentes utilizadas para este trabajo (Figura 4)

C & hitps//utaedu-my.sharepoint.com/ax/r/personal/dc_morales_uta_edu_ec/_layouts/15/Doc.aspx?sourcedoc=%7B57CBASFA-£249-410D-82DC-.. @ 1 % [ # O & ( Acveicr
Excel Matriz_informacion 28 - Guardado v £ Buscar (Alt + Q) fr Hernandez Castro .
~
Archivo Inicio Insertar Dibujo Disefio de pégina Férmulas Datos Revisar Vista v V7Y a8 Compartir [jles| Ap
v ] e =o @b o] 0 o A 0O

v BIv 1 v N Eiv &y Av =. i Bv Teto W W T bvv OV &

B20 v S
B
A
[ itulo “Autor(es) Afio Tema central/ Desarrollo Link
T
1 Perez Garcia Albs 2021 Pmps://uvadoc uva e/ bitstram/handle/ 10324/48015/TFG--1962 pifszal
2 APLICACIONES DE L& ESPECTROSCOPIA 2018
INFRARROJA EN EL ANALISIS DE ALIMENTOS ¢
MELAMINA. UN PROBLEMA POTENCIAL PARS LA SALUD
3| ANIMALY HUMANA COMO ADULTERANTE EN LOS ALIVENTOS 2010 me jim,
CON ENFASIS EN LA LECHE
N ADULTERACIONES CON MELAMINA 2014 que es s melanina y el IR ttps://ddd uab catfpub/trerecorn2013/115736 adumel odf
< Des LAURA XIMENA ANGARITA SALAMANCA 2017 bl 1R - o /201
DIANA MARCELA COBOS TORRES L
8
EVALUACION DE La ADULTERACIGN DE LECHE CON LACTOSUERO
.| PO LA TECNICA ANALTICK: ESPECTROSCOPiA DEL INFRARROI0 260 s Pt Goms LeToRRE s sy s , ) .
CON TRANSFORMADA DE FOURIER EN LA REGION MEDIA B - ¥ — e —
) (ET-MIRS) Y CERCANA (FT-NIRS)
USO DE ESPECTROSCOPIA VISIBLE £ ,
INFRARROJO CERCANO PARA LA Qetavie Sanchsz Blanca =dulterscion de leche con sgua milli g/
7 e Victoria Cortés Lépez e - e PECTROSCOPCINEDAHIOVIS RCAN W
< >

= Hojal leche IR +

Figura 4. Organizacion de la informacion mediante la herramienta Excel.

Métodos

Una vez establecido el tema a investigar, se procedio a consultar diversas fuentes de
informacion fidedignas, como es el caso de articulos cientificos, reportes técnicos, tesis

doctorales, etc.
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La primera fase, de revision bibliografica introductoria, se realizé tomando como punto
de partida las palabras de busqueda: “leche”, “importancia de la leche”, ‘“aporte
nutricional de la leche”, “industria alimentaria”, “seguridad alimentaria”, “soberania
alimentaria”, “leche en industria”, “innovacion en lacteos”, “derivados lacteos”,
“fundamentos de IR”, “espectrometria”, “absorcidon atomica”, “andlisis instrumental”,

“caracterizacion de alimentos” incluyendo sus equivalentes en inglés.

Para la organizacion sistematica de la informacion adquirida, se priorizaron los articulos
relacionados con ciencias alimentarias y se dio preferencia a las publicaciones mas
recientes. Cabe recalcar que, el criterio de busqueda fueron los trabajos publicados en los
Gltimos 10 afios (2012-2022).

Mendeley es una aplicacion utilizada para crear una base de referencias bibliograficas,
ordenarlas, gestionarlas y organizarlas. Esta herramienta fue la empleada en esta revision

sistematica (Figura 5).

e inglés espaiiol Pox
Pa'sd Biblioteca | Computadora porttil —_— ) Sofia Hemandez Sofi “/

Google Trenslate

N Todas las referencias
+Agregar nuevo

|:\ AUTORES ARO TiTULO FUENTE ADICIONAL + EXPE
I\ Todas las referencias
. R . [] escobar, Fauré R, Muy triste, ponce 2010 MELAMINA. UN PROBLEMA POTENCIAL PARA LASALUC  Salud Anim 15/6/2022

O Recientemente aftadido — !
[l Recientemente leido . I:\ Femandez Eliana 2022 Propiedades funcionales de aislados proteicos de cajanus ce 9162022
pgavarios . [ castiloJ 2019 "OBTENCION DE ENCAPSULADOS DE FRACCIONES AC™ 9612022
Gl Mis Publicaciones -

. [ ] Hoyos X Aguilar P. 2021 Estudio de Mercado N° SCPM-IGT-INAC-002-2019 "Sector L - Superintendencia de (  9/6/2022

Basura

. I:\ Avila J, Jaén K 2022 Analisis de marketing referente al consumo de productos lac 9/6/2022
COLECCIONES . I:\ 8anchez M 2021 Vitaminas del grupo B: funciones y alimentos en los que se € 9/6/2022
T . [ PérezA 2021 Caracterizacion de leches mediante ATR FT-IR combinado o 90612022

. I:\ Uscanga-Dominguez L, Orozce-Garci... 2019 Pasicion técnica sobre Ia leche y derivados lacteos en la sal 9/6/2022
GRUPOS . [J CILECUADOR 2021 El secior lacteo ecuatoriano se reactiva con miras positivas ¢ 9/B12022
Nuevo grupo . I:\ Rojas M 2012 RECUPERACION DE LACTOSAY PROTEINAS APARTIR[  Tecnologia de polvod  9/6/2022

. I:\ Rojas M 2012 RECUPERACION DE LACTOSAY PROTEINAS APARTIR[  Tecnologia de polvod  9/6/2022

. [[] Uscanga-Dominguez L, Orozco-Garci... 2019 Pasicion técnica sobre Ia leche y derivados lacteos enlasal  Revista de Gastroente  31/5/2022

Figura 5. Organizacion de la informacion mediante la herramienta Mendeley
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

En la literatura se encontraron diversas formas de controlar la calidad de los lacteos. Para
el estudio de esta revision, se dividié la informacion en tres grupos, de acuerdo a la

herramienta de caracterizacién utilizada (Tabla 5).

En el primer grupo se engloba los estudios realizados con Espectroscopia infrarroja (IR),
encontrando que esta herramienta tiene una amplia aplicacién en la medicion de la
efectividad de procesos industriales, asi como de control de calidad de productos antes y
durante el almacenamiento, es compatible con muestras sélidas o liquidas, siempre y

cuando se realice un pretratamiento adecuado a la muestra.

El segundo grupo hace referencia a los estudios y andlisis de calidad que se realizaron
usando Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). La mayor cantidad de
articulos se dirigieron a este grupo, es decir, que existe mayor nimero de publicaciones

y estudios en la industria lactea que utilizan esta herramienta.

Finalmente, en el tercer grupo encontramos a la Espectroscopia de absorcion atomica, la
cual se enfoca en la determinacion de metales pesados. En la Tabla 5 se detalla
informacion relevante sobre las tres herramientas mencionadas, en cuanto a sus
caracteristicas, ventajas y desventajas en su uso, junto con los principales usos en la

industria lactea.
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Tabla 5. Herramientas de caracterizacion e identificacién en la industria lactea

Espectroscopia Infrarroja

Cromatografia Liquida de
Alta Definicion

Espectroscopia de Absorcion
Atomica

Analisis fisicoquimicos

Caracteristicas

Mide la longitud de onda y la
intensidad de absorcion de la
radiacion infrarroja de una muestra.
el infrarrojo penetra en la muestra
de manera tenue y con maultiples
variaciones internas, ya que €s una
técnica vibracional que somete a
las moléculas a un cambio en su
momento dipolar para que la luz
incidente sea absorbida cuando la
frecuencia de vibracion es igual a la
frecuencia de radiacién a la que es
expuesto el analito (Crespo, 2016).

Se basa en el movimiento de
una fase moévil a través de una
fase estacionaria, con el
objetivo de separar los
componentes de la muestra,
para esto intervienen las
fuerzas quimicas y fisicas que
mantienen unidas a las
moléculas y aquellas que
intervienen en la interaccién
de las moléculas con la fase
movil o con la fase
estacionaria (Pérez, 2021).

En la quimica analitica se usa
el HPLC para separar
componentes de una mezcla
valiéndose de interacciones
quimicas del analito dentro de
la fase movil (Corzo, 2019).

Cuenta con una fuente de luz,
cuya funcion es provocar que
el analito absorba energia, al
igual que en la espectroscopia
IR, pero en otra zona del
espectro electromagnético
(UV), se mide la longitud de
onda caracteristica de cada
analito y se cuantifica la
intensidad de luz absorbida,
esto permitira determinar la
concentracion de atomos del
compuesto estudiado, para esto
el equipo cuenta con un
sistema atomizador y de
deteccion (Gaitan, 2006).

La mayoria son muy especificas y
usan sustancias quimicas, tienen
guias de ejecucién como las normas
INEN y brindan resultados generales
de los alimentos como el pH, la
densidad, solidos, cloruros, etc. Se
aplican de forma algoritmica con el
fin de evaluar la calidad tecnoldgica
e higiénica, sobre todo de materias
primas y en ocasiones de productos
terminados como el queso (Vasquez,
2018).

Ventajas

- Mudltiples aplicaciones.

- No presenta problemas de
dispersion.

- No requiere pretratamiento de
la muestra o0 es minimo.

- Naturaleza no destructiva.

Elevado poder de
resolucion.
Corto tiempo de analisis.

Elevada versatilidad.

- Permite determinar la
presencia  de  varios
elementos en forma

directa.

- Esréapido. Técnica no destructiva. - Bajo limite de deteccién.
- Compatible  para  varios

alimentos (cualquier forma

fisica).

Su anélisis e interpretacion es
sencillo.

27




Se acopla a otros métodos.
Es compatible
procesamiento de datos.
Bajo costo.

con

(Téllez, 2019)

(Pérez, 2021)

Manejo  sencillo  del

equipo.

(Bricefio, 2012).

Desventajas

Resultados imprecisos si no se

realiza una calibracion

adecuada con una muestra
sirva de

conocida  que

referencia para el analito.

Alto costo del equipo y

ensayos.

Posibles interferencias
(Diaz Zamora, 2017)

Requiere pretratamientos
complejos o extensos de las
muestras.

Los materiales vy
representan  una
considerable.

Su tiempo puede variar entre
horas o dias.

reactivos
inversion

No es wuna técnica multi
analitica.
Mayoritariamente,  producen
desechos.

Algunas son propensas a falsos.
Baja 0 media sensibilidad.

(L. Méndez, 2020)

Usos en la industria
lactea

Deteccion de lipidos, proteinas y
carbohidratos (lactosa en el caso de

la leche).

Deteccion de  melamina,

histamina, fosfolipidos,

esfingolipidos

Deteccion de metales pesados:
Cu, Pb, As, Cd.
(Fuentes et al., 2005)

Sélidos totales, lipidos, coliformes,
bacterias mesofilas, densidad, pH,
acidez, conductividad eléctrica,
neutralizantes, formol, cloruros.

(L. Méndez, 2020)

Técnicas compatibles
y/o complementarias

Reflectancia total atenuada.
Técnicas quimiométricas como la
Transformada de Fourier

Espectroscopia de masas.
Espectroscopia infrarroja.

No hay datos.

No hay datos.

Elaborado: Herndndez (2022)
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La adulteracion con componentes como agua, féculas, cloruros, suero de leche o azucar
en los productos lacteos han sido aplicadas desde hace mas de 20 afos, tiempo suficiente
para desarrollar nuevos métodos de adulteracion. Por lo mencionado, las pruebas de
andén aplicadas para detectar ciertos componentes especificos como formol, azucares,
bicarbonato, entre otras sustancias mencionadas en la tabla 2, no son las més adecuadas
para detectar otros compuestos establecidos en la tabla 6 como restos de penicilina y
tilosina 0 metales como Cu y Pb; ya que estas pruebas son muy especificas y tienen baja
sensibilidad.

Al aplicar diferentes herramientas de caracterizacion es posible medir la eficiencia de
ciertos métodos, como la liofilizacion, la inmersion con salmuera o incluso métodos de
separacion de componentes como la microfiltracion, que pueden ser aplicados con fines
de innovacion alimentaria o investigacion. Resulta esencial su uso al disefiar nuevos
métodos para la determinacion de la calidad en lacteos u otros alimentos; de la misma
forma es imprescindible analizar la concentracion de los analitos de interés en productos
lacteos, como helado con prebidticos, en el que se analiza la concentracion de
fructooligosacaridos; en leche y otros productos lacteos también se puede determinar
riboflavina, glicomacropéptidos y otros compuestos establecidos en la tabla 7, al
determinar compuestos como estos en los productos lacteos, es importante usar técnicas
como el HPLC e IR por la elevada sensibilidad y baja especificad que presentan estas

herramientas de identificacion (Gonzéles & Ramirez, 2018).

La innovacion y creacion de productos lacteos requieren una gran cantidad de ensayos
antes de ser comercializados de forma segura, es alli donde intervienen las herramientas
de caracterizacion, ya que éstas tienen la capacidad de ejecutar suficientes ensayos como

sean necesarios, haciendo el método viable econdmicamente (A. Pérez, 2021).

Las técnicas de caracterizacion permiten determinar que las cantidades de los nutrientes
y componentes organicos sean las adecuadas para asegurar que el producto esta fresco y
no ha sido desnaturalizado por factores externos como el clima, contaminacion cruzada,
personas que buscan minimizar costos de produccién (Periago, 2013). Ademas de
determinar y cuantificar ciertos componentes que en excesiva concentracion son toxicos

para la salud, como se denota en la Tabla 6.
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Tabla 6. Compuestos potencialmente tdxicos detectados con las técnicas de
caracterizacion

Producto ANALITOS
IR HPLC AA

Leche - Melamina - Triclabendazol - Cu, Pb,
Tilosina As, Cd

- Penicilina
Leche en polvo - Melamina - Cu, Pb,
As, Cd
Histamina - Cu, Pb,
Queso - Triclabendazol As, Cd

- Tilosina

Elaborado: Hernandez (2022)

Al complementar los métodos tradicionales con diferentes herramientas como la
espectroscopia IR no solo se puede controlar que los productos lacteos se conserven de
forma en la que no pierdan sus compuestos nutritivos o sus caracteristicas organolépticas
iniciales, también se pueden determinar métodos para obtener productos nutritivos,

enriquecidos y seguros a partir de subproductos como el suero de queso.

El equipo de espectroscopia infrarroja, ha demostrado ser muy util para determinar la
eficiencia métodos de separacién como la filtracion por membrana, la precipitacion
quimica y la extraccién liquido-liquido, incluso en tratamientos de proceso como el de
curado o coagulacién de los quesos, también es util para comprobar el aporte nutricional
de los alimentos comerciales cuantificando sus componentes (M. Rojas, 2012b). Este tipo
de caracterizaciones enfatiza la importancia de las proteinas solubles presentes en el suero
y en la leche en polvo, asi como vitaminas del grupo B, lactosa y acido ascorbico. El
estado de estos componentes, asi como las cantidades en las que se encuentran presentes
en subproductos lacteos como el suero, pueden ser determinados aplicando
espectroscopia infrarroja, después de preparar la muestra con los métodos de separacion

adecuados para ser analizada, como la ultrafiltracion (Pérez, 2021).

Gracias a este tipo de investigaciones se ha determinado que se pueden desarrollar
alimentos enriquecidos con vitaminas del grupo B, acido ascorbico y algunos
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aminoacidos como la prolina, leucina, lisina entre otros, asi lo establece Medina en su
estudio donde analiza por HPLC la conservacion de la concentracion de varios
aminoacidos en muestras de yogurt (Medina & Lozano, 2016); también se puede utilizar la
lactosa extraida del suero de leche en dietas para animales, fermentacién de alimentos o
incluso en la formulacion de medicamentos; por lo que se espera que en el futuro se

comercialicen alimentos de este tipo (C. Sénchez & Bustamante, 2014).

También es posible determinar las condiciones més adecuadas para el tratamiento
tecnoldgico de los alimentos, como en el caso del queso mozzarella, en el que por medio
de espectroscopia infrarroja se puede determinar la concentracion adecuada de salmuera
y el tiempo de inmersion para que el queso no esté muy salado y que el centro del queso

no este insipido (Quintero Gonzalez, 2018).

El método de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es uno de los métodos mas
empleados en la industria alimentaria para la cuantificacion y control de calidad de
sustancias nutracéuticas (Atauje, 2018). Las herramientas de caracterizacion como esta,
permiten determinar la presencia de compuestos prebidticos en diferentes tipos de
alimentos, incluyendo materias primas como la leche. También son capaces de cuantificar
varios tipos de sustancias, de esta manera es posible evaluar la conservacion de estos
elementos en los alimentos después de ser sometidos a tratamientos o transformaciones
para obtener sus derivados como el helado, la mantequilla, leche en polvo, etc. Al analizar
esta informacidn brindada por las herramientas de caracterizacion, se puede determinar
los tratamientos mas convenientes para la conservacion de nutrientes o prebidticos, de
este modo es que se elaboran los alimentos enriquecidos que complementan la dieta de

las personas y contribuyen a la conservacion y desarrollo de su salud.

Los dafios que ocasiona la presencia de metales pesados en alimentos, particularmente la
leche, en la salud publica es un tema necesario de abordar. La presencia de metales suele
ser asintomatica por un largo tiempo de vida por lo que no es un factor a considerarse en

los examenes de rutina (Méndez, 2018).
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A diferencia de los adultos, los nifios son mas sensibles a los efectos de los metales
pesados. Se ha demostrado que la absorcion de plomo podria ser la causa del retraso en
el desarrollo mental y corporal de los infantes. Ademas, puede causar problemas de
concentracion, deficiencia de la funcién renal y cardiovascular y, en casos extremos,

cancer (Quichiyao, 2014).

Es importante tener un control de la calidad e inocuidad durante el almacenamiento de
los lacteos, ya que la mayoria de estos productos, excepto los productos secos como la
proteina o leche en polvo, tienen una actividad de agua considerable, lo que los hace
propensos a contaminacion microbiana o una rapida descomposicion, un ejemplo de esto
son los quesos como Toma, Pecorino, Cheddar y Gouda, entre otros, en los cuales se ha
detectado mayor presencia de tiramina, putrescina, cadaverina e histamina, que son
aminas bidgenas, cuyo consumo puede provocar una infeccion o intoxicacion (G.
Hernandez et al., 2019).

En la tabla 6 se observd que la mayoria de las determinaciones de compuestos
potencialmente téxicos fueron realizados con HPLC, que, al ser una técnica de
separacion, presenta mayor potencial para analizar compuestos como antibidticos
residuales en productos lacteos, sustancias que tienen como mayor complicacion su
separacion de la muestra para su analisis (Faria et al., 2000). En segundo lugar, esta la
espectrometria de absorcién atdmica, cuya aplicacion ha demostrado ser la méas usada
para detectar metales pesados en alimentos. Por otro lado, en la tabla 7 se demuestra que
la espectrometria infrarroja tiene un gran potencial de aplicacion para examinar la
composicion quimica de la leche y sus derivados, esto la hace util para analizar
parametros de control de procesos. El IR es la principal herramienta utilizada para medir
muestras de leche entera, semidesnatada, desnatada, con calcio y vitaminas o modificadas
con la alteracion de lipidos o la composicion de grasas (Arango, 2015). El IR es usada en
caracterizacion de macronutrientes en productos lacteos antes que el HPLC porque es
mas economica, rapida y facil de usar, a pesar de eso, el HPLC sigue teniendo un gran
potencial para aplicarse en esta rea cuando se trata de compuestos mas especificos como

la riboflavina o los fructooligosacaridos, puede estar relacionado a su principio de
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separacion; finalmente la AA normalmente no es aplicada en esta area por su

complejidad.

Segun varios estudios analizados por De Fuentes et al (2008) la espectroscopia infrarroja
es Util para la diferenciacion de tipos de leche, de esta forma se puede verificar que cumpla
con los estadndares caracteristicos de una leche deslactosada, descremada o entera,
también se puede identificar de que animal proviene la leche (vaca, cabra, otros). También
se encontraron investigaciones en los que la espectroscopia en el infrarrojo medio es

usada en el control de autenticidad y calidad de los quesos (De Fuentes et al., 2018).

Tabla 7. Compuestos nutritivos detectados con las técnicas de caracterizacion

Producto Analitos
IR HPLC
Leche Lactosa Yodo
Acido ascorbico Fosfolipidos
Vitaminas del Riboflavina
grupo B Glicomacropéptidos
Leche en polvo Lactosa Riboflavina
Acido ascérbico
Vitaminas del
grupo B
Queso Solidos totales Riboflavina
Grasa Proteinas
Proteina
Sal y cloruros
Yogurt Solidos totales Riboflavina
Grasa Aminoécidos
Proteina esenciales
Sal y cloruros
Helado Solidos totales Fructooligosacaridos

Grasa

Prolina

Proteina Leucina
Sal y cloruros Lisina
Vitamina C

Fuente: Hernandez (2022)

En la tabla 8 se resume de forma general lo establecido en las tablas 6 y 7, que es el
potencial de aplicacion que tienen las herramientas de caracterizacion en parametros de
analisis en productos lacteos, como la composicion nutricional, la inocuidad y la calidad

de estos alimentos. La informacion de esta tabla estd basada en la cantidad de informacién
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encontrada para cada caso, por lo que un potencial de aplicacién alto corresponde a la
evidencia de la variedad de aplicaciones de dicha herramienta en cada area, siendo que el
HPLC presentd, segun la informacién estudiada para este trabajo, un alto potencial de
aplicacion en las tres areas, mientras que el IR se caracterizd por tener un bajo potencial
de aplicacion en cuando a la inocuidad de la leche y sus derivados pero un alto potencial
en el andlisis de compuestos quimicos (nutrientes) asi como en el control de calidad de
estos alimentos; por ultimo, la AA solo presentd potencial de aplicacion en el area de
inocuidad, debido a su capacidad para determinar la presencia de metales pesados en

productos lacteo.

Tabla 8. Potencial de las herramientas de caracterizacion en diferentes parametros
relacionados con los alimentos

IR HPLC AA Pruebas Fisico
quimicas
Calidad Alto Alto Bajo Medio
alimentaria
Inocuidad Bajo Alto Alto Bajo
Composicion Alto Alto Bajo Bajo
nutricional

Fuente: Hernandez (2022)
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Las herramientas de caracterizacion permiten analizar diferentes etapas en la
elaboracion de productos lacteos, de esta forma se puede garantizar que la
composicion de estos alimentos este dentro de parametros aceptables de calidad.
El aporte positivo a la inocuidad alimentaria es indiscutible ya que, con HPLC,
AA e IR se identifican compuestos tdxicos en lacteos, asi como su concentracion
y posible incidencia en la salud. Ademas, permiten detectar y cuantificar la
presencia de nutrientes en subproductos lacteos que podrian ser aprovechados en

la elaboracion o el enriquecimiento de otros productos procesados.

Las herramientas de identificacion y caracterizacion HPLC, IR y AA aportan en
el conocimiento sobre la composicion y concentracion de ciertos compuestos en
productos lacteos. EI HPLC es el método mas utilizado en la industria, permite
determinar la presencia de varios compuestos organicos como fosfolipidos,
histamina, melamina, entre otros. La IR emplea varios programas de
procesamiento de datos, lo que hace muy facil y rapido el procesamiento de
muestras; mediante la IR es posible establecer las mejores condiciones para el
tratamiento de los alimentos. Finalmente, la absorcion atdmica permite identificar
la concentracion de metales pesados en leche y sus derivados. Con la ayuda de
estas herramientas también es posible medir la eficiencia de ciertos métodos que

pueden ser aplicados con fines de innovacion alimentaria o investigacion.

Las condiciones actuales sobre el manejo de HPLC, IR y AA en alimentos lacteos
denotan la falta de control de calidad en la composicién de estos productos. A
pesar de la facilidad de la metodologia en los ensayos a realizarse y la variedad de
compuestos que pueden ser identificados, el desconocimiento de estas
herramientas, asi como el costo de la maquinaria, no permite que sea generalizado

su empleo en los analisis de leche y derivados.
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Los avances de inocuidad alimentaria han confirmado que las herramientas de
caracterizacion e identificacion son de gran importancia para identificar
adulteraciones y/o contaminaciones en productos lacteos, que no se pueden
determinar con exactitud mediante ensayos fisicoquimicos. Debido a que las
adulteraciones utilizadas son casi imperceptibles, es imprescindible aplicar
métodos con mayor sensibilidad (HPLC, IR y AA), que resulten rentables

econémicamente y con capacidad para multiples aplicaciones.
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RECOMENDACIONES

Aplicar diferentes estrategias metodoldgicas para socializar las utilidades de las
herramientas de caracterizacion analizadas, como elaboracion de guias practicas
actualizadas sobre temas modernos, disefio y exposicion de proyectos universitarios,
cursos préacticos y dinamicos de precio accesible y evaluaciones constantes y actualizadas

sobre dichos temas para verificar la actualizacion de conocimientos.

Desarrollar y aplicar una encuesta sobre el potencial que tiene la espectroscopia infrarroja,
la cromatografia liquida de alta resolucidn, la espectroscopia de absorcion atbmica y otras
técnicas de caracterizacion en los lacteos y otros alimentos, para evaluar el nivel de
conocimiento actual de las personas involucradas con este tipo de herramientas en su
profesion, con el fin de determinar un punto de partida para medir el avance que se pueda

realizar en futuras capacitaciones o socializaciones del tema.

Analizar el uso de otras herramientas de caracterizacion en la industria lactea como la
microscopia electronica de barrido, que ademas de detectar componentes, permite
conocer la morfologia y distribucion de los compuestos e identificar la presencia de
péptidos en las particulas o la espectroscopia de fluorescencia sincrénica, que es una
técnica rapida y no destructiva que permite controlar los tiempos de coagulacion y

gelificacion del queso
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