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Resumen

En el presente trabajo se evalud la pertinencia de la espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
combinada con técnicas quimiométricas para identificar algunos parametros de autenticidad en
leche y quesos, considerando ésta como la correcta denominacion de leche y productos similares,
asi como la edad en el caso de los quesos. Los modelos discrimiantes obtenidos para los perfiles
espectrales MIR permitieron clasificar las muestras de leche y productos similares segin su
denominacion, asi como predecir la edad de quesos Camembert y Emmental y predecir diferentes
parametros fisicoquimicos en queso Camembert a lo largo de la maduracion. Los mejores
modelos discriminantes entre muestras de leche adulteradas en funcion de su autenticidad y nivel
de adulteracion fueron obtenidos para el perfil de FAMES. Estos resultados muestran que la
espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) tiene potencial como un método rapido y directo para
diferenciar la leche de productos similares, y para predecir el tiempo de maduracion de quesos

Camembert y Emmental.

Palabras Clave: Espectroscopia de infrarrojo, autenticidad, leche, maduracion de queso,

Camembert, Emmental, ACP, PLS, ADG

¢ Martin-del-Campo, S.T., Pique, D., Cosio-Ramirez, R., and Corrieu, G. (In press). Middle
infrared spectroscopy characterisation of ripening stages of Camembert-type cheeses.
International Dairy Journal. DOI 10.1016/j.idairyj.2006.10.003

¢ Martin-del-Campo, S.T., Pique, D., Cosio-Ramirez, R., and Corrieu, G. (sometido).
Evolution of chemical parameters in soft mould-ripened cheese during ripening by Mid-

infrared spectroscopy. Journal of Dairy Science.



Résumé

Dans le présent travail, la pertinence de la spectroscopie moyen infrarouge a transformée de
Fourier (IRTF), combinée avec des techniques chimiométriques, pour identifier quelques
parametres d’authenticité de laits et de fromages est évaluée.

Les modeles discriminants, obtenus a partir des profils spectraux MIR, ont permis de :

- classer les échantillons de lait et de produits similaires selon leur dénomination,

- de prédire I’age de fromages de type Camembert et Emmental,

- de prédire différents parameétres physicochimiques caractéristiques de fromages de type
Camembert pendant leur affinage.

Les meilleurs modéles discriminants entre les échantillons de lait, en fonction de leur
authenticité et de leur niveau d’adultération, ont été obtenus pour le profil des acides grases
méthylés (FAMES).

Les résultats montrent que la spectroscopie moyenne infrarouge a transformée de Fourier
(IRTF) constitue une méthode rapide et directe pour identifier les laits et produits similaires, et

pour prédire les durées d’affinage de fromages de type Camembert et Emmental.

Mots Clés: Spectroscopie infrarouge, authenticité, lait, affinage de fromage, Camembert,

Emmental, ACP, PLS, ADG

¢ Martin-del-Campo, S.T., Pique, D., Cosio-Ramirez, R., and Corrieu, G. (In press). Middle
infrared spectroscopy characterisation of ripening stages of Camembert-type cheeses.
International Dairy Journal. DOI 10.1016/j.idairyj.2006.10.003

¢ Martin-del-Campo, S.T., Pique, D., Cosio-Ramirez, R., and Corrieu, G. (sousmis). Evolution
of chemical parameters in soft mould-ripened cheese during ripening by Mid-infrared

spectroscopy. Journal of Dairy Science.



Abstract

In this work was evaluated the suitability of infrared spectroscopy (FTIR) in combination
with chemometrical techniques to identify some authenticity parameters in milk and cheeses,
considering this as the correct denomination of milk and similar products, as well as the age in
cheeses. The discriminant models obtained for the MIR spectral profiles made it possible to
classify the samples of milk and similar product according to their denomination, as well as, to
predict the age in Camembert and Emmental cheeses and to predict some physicochemical
parameters in Camembert cheese throughout ripening. The best discriminant models between
adulterated milk samples in function of their authenticity and adulteration level were obtained for
the FAMES profile. These results show that mid infrared (MIR) has a potential as a fast and
direct method to differentiate milk from similar products and to predict the ripening time in

Camembert and Emmental cheeses.

Key Words: infrared spectroscopy, authenticity, milk, cheese ripening, Camembert, Emmental,

PCA, PLS, GDA

¢ Martin-del-Campo, S.T., Pique, D., Cosio-Ramirez, R., and Corrieu, G. (In press). Middle
infrared spectroscopy characterisation of ripening stages of Camembert-type cheeses.
International Dairy Journal. DOI 10.1016/j.idairyj.2006.10.003
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Introduccion

El fenomeno de globalizacion de los mercados que se presenta en la actualidad ha
incrementado la oferta de productos accesibles a los consumidores. Productos provenientes de
todo el mundo que presentan caracteristicas de calidad y composicidon propias y que compiten en

los mercados contra los productos locales.

La dindmica de estos mercados globalizados ha generado mayor inquietud en los
consumidores que exigen la certificacion del origen y la calidad de los alimentos, lo que ha

puesto de moda términos como inocuidad, calidad, trazabilidad y autenticidad de los productos.

La adulteracion de los alimentos no es un problema nuevo, sin embargo, se ha hecho mas
sofisticada en tiempos recientes, siendo los alimentos o ingredientes de mayor valor comercial o

de facil adulteracion los principales blancos de adulteraciones.

Se puede definir como un alimento auténtico a aquel que se ajusta a la descripcion y
especificaciones proporcionadas por el productor o el fabricante al momento de vender el
producto. Esta descripcion es un factor importante en su precio ya que productos
superficialmente similares pueden diferir marcadamente en el precio dependiendo de los

ingredientes y procesos utilizados, asi como su origen geografico.

El sector lechero presenta una gran importancia socioeconémica a nivel mundial, debido a
que la leche es un elemento indispensable de la nutricion humana, lo que la convierte en un
producto de gran consumo. Esta se produce y procesa sea para ser vendida como tal a los
consumidores directamente o a los industriales para ser utilizada como materia prima en la
elaboracion de una gran variedad de productos como yogur, queso, leche fermentada,

mantequilla, entre otros.

Uno de los grandes problemas que enfrenta el sector lechero en México es la adulteracion
de la leche debido a que por su naturaleza es un producto facilmente adulterable. Es sabido que
algunos productores e industriales desleales le adicionan productos como leche en polvo,
proteinas de suero o grasas vegetales, para incrementar sensiblemente su volumen. También es

sabido que en muchas ocasiones se sustituye la leche fresca con leche deshidratada reconstituida.
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Estas practicas no solo generan problemas a los consumidores, que creyendo adquirir leche
pudieran estar adquiriendo productos con propiedades nutrimentales inferiores, sino que también
pueden representar fraudes econdomicos para los industriales, y en consecuencia €stos productos
pueden tener un gran impacto desfavorable en sus procesos, asi como en la calidad y
denominacion de sus productos. Se ha demostrado que las caracteristicas de la leche utilizada
como materia prima tienen una gran importancia en las caracteristicas organolépticas (Bertoni et
al., 2001; Bugaud et al., 2001; Coulon et al., 2004; Barcenas et al., 2005), fisicoquimicas (Caridi
et al., 2003), asi como en las propiedades de maduracion (Benfeldt et al., 1997; Beuvier et al.,

1997) de quesos madurados.

El garantizar la calidad y autenticidad de éstos productos ha sido la preocupacion de
muchos paises quienes ademas de contar con normas propias, se han organizado para contar con
normas internacionales. Sin embargo, muchas de las adulteraciones practicadas en éstos
productos no son facilmente detectables por los métodos de referencia establecidos en las

diferentes normas.

La tarea de establecer la autenticidad o detectar la adulteracion de éstos productos es muy
compleja e intervienen una gran cantidad de factores tales como las diferencias entre razas de
ganado, las caracteristicas geoclimaticas, los diferentes procesos de manufactura empleados,
entre otros, haciendo extremadamente dificil elucidar la composicion quimica detallada y tnica

de muchos de éstos productos.

Para poder determinar la autenticidad se requiere de contar con metodologias analiticas que
permitan detectar cambios sutiles en los productos, bien sean debidos a la adicion de diferentes
componentes o diferenciarlos en base a las caracteristicas obtenidas por los procesos y/o las

propiedades asociadas a las regiones de origen.

Identificar los parametros que marcan las diferencias entre auténtico y adulterado, tanto de
la leche como materia prima como de diferentes productos lacteos procesados, permitiria utilizar
estos parametros para discriminar los productos en funciéon de su composicion, origen y/o
procesos utilizados, mediante metodologias de analisis rapidas y confiables integradas en

paquetes analiticos.
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En la bibliografia se reporta el uso de diferentes técnicas analiticas para discriminar
productos lacteos en funcion de diferentes parametros como el tipo de producto (Herbert et al.,
2000), el origen geografico, edad (Karoui et al., 2004), los tratamientos térmicos (Feinberg et al.,
2006), entre otros. Entre la variedad de técnicas analiticas utilizadas con este fin, la

espectroscopia de infrarrojo ha demostrado ser una técnica rapida y confiable.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente trabajo consistido por una parte, en
identificar pardmetros que permitan discriminar entre leche y productos similares en funcion de
diferencias debidas a los ingredientes utilizados en su elaboracién, por otro lado, en el caso de
productos procesados a base de leche, se seleccionaron dos tipos de quesos madurados
(Camembert y Emmental) para identificar parametros que permitan discriminarlos en funcion de
su madurez por los cambios en la composicion que ésta involucra, implementando metodologias

analiticas que permitan discriminarlos de una forma confiable.

Para lo cual se plantearon como objetivos, a) Establecer metodologias analiticas para la
identificacion de parametros que permitan diferenciar entre leche, formula lactea y producto
lacteo combinado y b) Establecer metodologias analiticas para la identificacion de pardmetros
que permitan determinar la autenticidad de dos quesos, considerada en funcioén de su edad de

maduracion.
Las hipotesis planteadas fueron:

1) Si los diferentes productos agroalimentarios presentan caracteristics que permiten al
consumidor diferenciar entre ellos, y si éstas se deben a una gama de compuestos de diferente
naturaleza quimica y que presentan concentraciones muy variables, entonces es posible establecer
metodologias analiticas que permitan determinar los atributos, pardmetros o descriptores que

permiten diferenciar a dos de ellos;

2) Si la adicion de cualquier compuesto altera la composicion de un producto, entonces es

posible medir ésta por el impacto que tenga en algunos sus atributos;

3) Si existen metodologias analiticas novedosas que permiten determinar parametros

composicionales muy especificos de una forma rapida, precisa y confiable en materias primas y
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productos alimenticios, entonces es posible utilizar éstas para determinar los parametros que

permitan discriminar entre diferentes materias primas y productos agroalimentarios.

Para el logro de los objetivos planteados, de entre las metodologias analiticas rapidas
reportadas en la bibliografia, se selecciond la espectroscopia de infrarrojo debido a que es una
técnica directa, confiable y rapida que permite determinar diferentes parametros simultaneamente
por cambios en bandas especificas. Los resultados obtenidos por esta metodologia fueron

comparados con los obtenidos por métodos de referencia.

La seleccion de quesos madurados como sujetos de estudio, para desarrollar y validar la
metodologia analitica a proponer, se realizé considerando que estos productos presentan un alto
grado de complejidad en sus reacciones bioquimicas y de variedad compuestos generados a lo
largo de la maduracion, por lo que consideramos que son un buen sujeto de estudio para la
identificacion de sus parametros de autenticidad. Adicionalmente, se busco que los dos tipos de
queso seleccionados presentaran caracteristicas de composicion, texturales y de procesos muy
diferentes. El queso Camembert es un queso blando, con una maduracién corta y cuya pasta no se
somete a tratamientos térmicos, mientras que, el Emmental es un queso semi-duro, con una

maduracion larga y cuya pasta se somete a cocimiento antes del moldeo.

El presente documento presenta el trabajo de investigacion realizado con la finalidad de

demostrar estas hipotesis. Se presenta en tres secciones como se describe a continuacion:

La Primera Seccion, denominada Revision Bibliografica agrupa los dos primeros capitulos
del documento. En el primer capitulo intitulado Antecedentes, presenta brevemente el concepto
de autenticidad de alimentos y los principales criterios que la definen, algunos aspectos
socioecondmicos relativos al sector lacteo en México y Francia, asi como las normas mexicanas e
internacionales que regulan la calidad y autenticidad de leche y quesos Camembert y Emmental.
En el capitulo 2, intitulado Autenticidad de productos lacteos, se muestran los principales
cambios bioquimicos de la leche durante el tratamiento térmico y de los quesos durante su
maduracion, ademds de una recopilacion de los principales métodos fisicoquimicos e
instrumentales utilizados para evaluar la autenticidad de éstos productos y de los principales

métodos estadisticos utilizados en el tratamiento de los datos.
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Enseguida, la Segunda Seccion intitulada Materiales y Métodos, se presenta en tres
capitulos, enfocados a cada sujeto de estudio, el capitulo 3 a leche, el capitulo 4 a queso
Camembert y el capitulo 5 a queso Emmental. En cada capitulo se presentan las metodologias
analiticas y/o instrumentales y sus condiciones de operacion, asi como las técnicas de analisis
multivariado utilizadas para el tratamiento de los datos correspondientes. Se presentan también
las técnicas estadisticas de analisis multivariado utilizadas para la construccion de los modelos de

discriminacion.

Finalmente en la Tercera Seccion denominada Resultados y Discusiones, se muestran los
resultados obtenidos para cada sujeto de estudio se presentandos en capitulos independientes. En
el capitulo 6 se presentan los resultados obtenidos de la discriminacion entre leche y productos
similares, asi como entre leches auténticas y adulteradas intencionalmente con grasas exogenas.
En el capitulo 7 se presentan los resultados obtenidos del seguimiento de la maduracion de queso
Camembert mediante la evolucion de los espectros de infrarrojo, asi como la correlacion entre la
evolucion espectral y la evolucion de diferentes parametros fisicoquimicos durante la
maduracion. En el capitulo 8 se presentan los resultados del seguimiento de la maduracion de

quesos Emmental mediante espectroscopia de infrarrojo

Por ultimo, se presnentan las Conclusiones y Recomendaciones mas relevantes a las que se
llegd con los resultados que se presentan en la seccion anterior. Se presentan los puntos mas
relevantes respecto a la pertinencia de los métodos estudiados en la discriminacién o clasificacion
segun los criterios establecidos para cada uno de los sujetos de estudio. Finalmente se sugieren
algunos puntos importantes para continuar la investigacion en esta linea asi como las perspectivas

que se abren a la luz de los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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RESUME DETAILLE EN FRANCAIS

INTRODUCTION

Le phénomene actuel de globalisation des marchés a augmenté 1’offre des produits
accessibles aux consommateurs. Ces produits, provenant du monde entier, présentent des
caractéristiques de qualité et composition propres et font concurrence aux produits locaux. La
dynamique de ces marchés a généré 1’inquiétude des consommateurs qui exigent la certification

de I’origine et de la qualité des aliments.

L’adultération des aliments n’est pas un probléme récent, mais elle est devenue plus
sophistiquée, lorsque les aliments ou les ingrédients ont une haute valeur commerciale. On peut
définir comme étant un aliment authentique celui qui correspond a la description et aux

spécifications formulées par le producteur ou le fabriquant au moment de vendre le produit.

Le secteur laitier présente une grande importance socio-économique au niveau mondial, car
le lait est un élément indispensable de la nutrition humaine, et un produit de grande
consommation. Le lait est produit et traité pour étre vendu tel quel aux consommateurs
directement ou aux industriels qui 'utilisent comme matiére premiere pour 1’élaboration d’une

grande gamme des produits.

Un des grand problémes qu‘affronte le secteur laitier, au Mexique, est 1’adultération du lait
qui, du fait de sa nature, peut étre facilement adultéré. Quelques producteurs et industriels
déloyaux additionnent au lait des produits comme du lait en poudre, des protéines du sérum ou de
la matiere grasse végétales, afin d’augmenter sensiblement son volume. En plusieurs occasions,

du lait déshydrate reconstitué est substitué au lait frais.

Ces pratiques trompent les consommateurs, qui en croyant acheter du lait peuvent acheter
des produits avec des propriétés nutritionnelles inférieures, mais aussi représentent des fraudes
économiques pour les industriels. En conséquence, les produits correspondants peuvent avoir un

impact défavorable sur la qualité et la dénomination des produits finis fabriqués a partir de ces
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laits. Il a ét¢ démontré que les caractéristiques du lait utilis¢é comme matiére premicre ont une
grande importance sur les caractéristiques organoleptiques (Bertoni et al., 2001; Bugaud et al.,
2001; Coulon et al., 2004; Barcenas et al., 2005), physico-chimiques (Caridi et al., 2003), et aussi

sur les propriétés de maturation (Benfeldt et al., 1997; Beuvier et al., 1997) des fromages affinés.

Garantir la qualité et I’authenticité de ces produits a été une préoccupation de plusieurs
pays qui, en plus d’avoir des normes propres, se sont organisés pour avoir des normes
internationales. Cependant, beaucoup des adultérations pratiquées dans ces produits ne sont pas

facilement détectables par les méthodes de référence établies dans les différentes normes.

Etablir I’authenticité d’un produit ou détecter des adultérations dans ces produits est trés un
tache complexe et beaucoup de facteurs interviennent, comme les différences entre races de

bétail, les caractéristiques géo climatiques, les différents procédés de fabrication utilisés.

Etre capable de déterminer I’authenticité requiert des méthodologies analytiques qui
permettent de détecter des changements subtils dans la composition des produits, dus a 1’addition
de différents constituants, ou de différencier les produits sur la base de caractéristiques résultant

de leur transformation et/ou de propriétés associées aux régions d’origine.

Identifier les parametres analytiques marquant les différences entre authentique et adultéré,
pour le lait, considéré comme matiere premicre, ainsi que pour différents produits laitiers
transformés, permettrait utiliser ces parametres pour authentifier les produits en fonction de leur
composition, de leur origine et/ou des procédés de transformation utilisés. De plus 1’usage, a cet

effet, de méthodologies analytiques rapides et fiables est requis.

La bibliographie rapporte 1’utilisation de différentes techniques analytiques pour
discriminer les produits laitiers en fonction de différentes paramétres comme le type de produit
(Herbert et al., 2000), I’origine géographique, 1’dge (Karoui et al., 2004), les traitements
thermiques subis (Feinberg et al., 2006),. Parmi les techniques analytiques utilisées dans ce but,

la spectroscopie infrarouge s’est montré étre une technique rapide et fiable.

L’objectif de ce travail a été double :
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- identifier les parameétres qui permettent discriminer le lait de produits similaires
adultérés, en fonction des différents constituants utilisés pour ce faire,

- dans le cas des produits laitiers transformés, deux types de fromage affinés
(Camembert et Emmental) ont été analysés pour identifier des parameétres qui
permettent de les discriminer en fonction de leur maturité,

Nos objectifs ont consisté a :

(i) Etablir des méthodologies analytiques pour [I’identification des paramétres qui
permettent de différentier entre lait, formule lactée et produit laitier combiné ;

(ii) Etablir des méthodologies analytiques pour identifier des paramétres qui permettent de
déterminer 1’authenticit¢ de deux fromages, en fonction de I’avancement de leur
maturation.

Les principales hypothéses de travail sont les suivantes.

1) Si les différents produits agroalimentaires présentent des attributs qui permettent au
consommateur de les différentier, et si ces attributs sont dus a une gamme de composés de
différente nature chimique, qui présentent des concentrations treés variables, alors il est possible
d’établir des méthodologies analytiques pour déterminer les attributs, les paramétres ou les

descripteurs qui permettent les différentier ;

2) Si I’addition d’un composé quelconque change la composition d’un produit, alors il est

possible de mesurer cette addition par I’impact qu’il a sur les attributs de ce produit ;

3) S’il existe des méthodologies analytiques nouvelles qui sont capables de mesurer des
parametres de composition tres spécifiques, d’une fagon rapide, précise et fiable dans les matiéres
premieres et les produits alimentaires, alors il est possible d’utiliser ces méthodologies
analytiques pour déterminer les paramétres de composition qui permettent de discriminer

différentes matieres premieres et différents produits transformés.

Pour atteindre ces objectives, parmi les méthodologies analytiques rapides mentionnées
dans la bibliographie, nous avons sélectionné la spectroscopie infrarouge qui est une méthode
directe, fiable et rapide, permettant de déterminer différents parameétres de fagon simultanée sur

différentes bandes spécifiques. Les résultats obtenus avec cette méthode ont été comparés avec
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ceux obtenus par des méthodes de référence (profil des acides gras, évolution des fractions

azotées, lactose, lactate, etc.).

La sélection des fromages affinés comme sujet d’étude, pour développer et valider la
méthodologie analytique proposée, a été effectuée en considérant que ces produits présentent un
haute degré de complexité du fait des réactions biochimiques intervenant pendant 1’affinage et de
la variété des composés qui sont alors générés. On a également fait en sorte que le deux types des
fromages sélectionnés présentent des caractéristiques de composition, de texture différentes, et
soient issus de procédés de fabrication bien différentiés. Ainsi, le Camembert est un fromage a
pate molle, dont I’affinage est court (environ 4 semaines) et dont la pate n’est pas soumise a un
quelconque traitement thermique, tandis que, ’Emmental est un fromage a pate pressée cuite,

avec un affinage long (plusieurs mois) dont la pate est soumise a thermisation avant moulage.

PREMIERE SECTION. Révision Bibliographique

Chapitre 1. Antécédents
Malgré la nouveauté des termes comme qualité, sécurité, tracabilité et authenticité,

I’adultération des aliments n’est pas un probléme récent, mais il est devenu plus aigu dans les

derniéres années.

Il y a différents critéres qui interviennent dans la définition de 1’authenticité d’un produit.
Les principaux font référence a la description figurant sur I’étiquette, tel que I’origine
géographique, sa nature, sa définition, ainsi qu’aux espéces ou variétés des ingrédients utilisés ,

voire aux procédés de fabrication.

Le lait est un produit qui, du fait de ses propriétés nutritives, est considéré, par des
organisations internationales telles que la FAO et PTUNESCO (SAGARPA, 2006), comme un
produit de base dans I’alimentation humaine, principalement celle des enfants. En 2005, Ila
production mondial du lait de vache a ét¢ de 239 millions de tonnes. L’Inde est le principal
producteur mondial avec le 15 % de la production totale, tandis que le Mexique et la France
représentent seulement 3 % et 2 % de cette production (FAO, 2006a). Dans les pays développés,
des grands volumes du lait sont produits. Ils se traduisent par des excédents qui sont

commercialisés sur le marché international grace a des subventions (SAGARPA, 2006).
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Le Mexique, comme nombre d’autres pays sous-développés, ne sont pas autosuffisants par
rapport a la production du lait. Ils doivent recourir a 1‘importation de divers sous-produits laitiers
pour couvrir la demande. En 2004, Mexique a importé 175 985 tonnes du lait en poudre, dont le
80,5 % de lait écrémé. De plus, le Mexique importe une grande quantité de sous-produits tels que
le lactosérum déshydraté et le lactose, 57 514 tonnes et 22 833 tonnes en 2004, respectivement

(FAO, 2006b).

Dans le monde, a partir du lait, s’élabore une grande variété de produits, parmi lesquels se
distinguent les fromages. La France est un pays qui se caractérise par la grande variété de ses
fromages. En 2002, la production totale du fromage en France a été de 1 790 000 tonnes, tandis

qu’au Mexique elle a été de 158 861 tonnes seulement (FAO, 2003).

Etant donné l'importance socio-économique du lait et les produits laitiers, ainsi que 1’
exigence croissante des consommateurs, plusieurs pays et organisations internationales ont publié¢

des normes que permettent garantir la qualité, la sécurité et 1’authenticité de ces produits.

En Mexique, on commercialise en plus du lait, des produits semblables a celui-ci,
catalogués comme « formule lactée » et « produit laitier combiné» (NOM-155-SCFI-2003,
2003), en fonction de leurs ingrédients. Cependant, la normalisation n’oblige pas les producteurs

a vérifier la teneur de ses produits

Le Camembert est un fromage originaire de Normandie (France). Le Codex Alimentairus
(C-33-1973, 1973) le définit comme un fromage a pate molle, non friable, avec une crotte
recouverte uniformément de moisissures blanches, fabriqué a partir de lait de vache. Son affinage
se fait en cave spéciale (haloir) a une température comprise entre 10 °C et 14 °C pendant 10 a 14

jours, suivi d'un stockage apres emballage a des températures inférieures (4 °C) .

L’Emmental, originaire de Suisse, est un fromage 4 pate dure, de couleur ivoire a jaune
clair, avec des trous réguliéres, élaboré a partir du lait de vache (C-9-1967, 1967). Son affinage se
fait en cave, a des températures successives comprises entre 10 °C et 25 °C. Le fromage est prét a

la consommation quand lorsqu’il est 4gé de 60 jours minimum a partir de la date de fabrication.

Les méthodes décrites par la norme (NOM-155-SCFI-2003, 2003) servent & vérifier la

qualité du lait, des formules lactées et des produit laitiers combinés en mesurant les teneurs en
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protéine, matiére grasse, lactose, etc..., mais elles ne permettent pas vérifier 1’origine de ces
composés. D’un autre coté, les normes C-9-1967 (1967) et C-33-1973 (1973) établissent les
limites acceptables de la teneur en matieére grasse, extrait sec et humidité, mais ne font pas

référence aux méthodes permettant de les évaluer.

Pouvoir déterminer si un produit correspond a la dénomination, région d’origine, age,
traitement thermique déclarés requiert la mise en ceuvre de méthodologies analytiques spéciales
que permettent de déterminer d’une maniére fiable les différences entre les produits et/ou leur

composition chimique d’une fagon détaillé.

Chapitre 2. Authenticité des produits laitiers
Par rapport a d’autres aliments, le lait est remarquablement stable a la chaleur, ce qui

permet [’¢élaboration d’une gamme des produits stérilisés thermiquement, néanmoins ces
traitements induisent des réactions qui ont une influence sur la composition et les propriétés
nutritionnelles des produits finis (Anema y McKenna, 1996). Une des plus importantes réactions
est la dénaturation des protéines, dont celles du sérum, les plus thermo sensibles. Le degré de
dénaturation dépend de la protéine, du traitement thermique et du pH du milieu (Anema y

McKenna, 1996).

Dans la fabrication des fromages, principalement pendant 1’affinage, des réactions
biochimiques comme la protéolyse, la glycolyse et la lipolyse, provoquent des changements de
composition et la formation de composés d’aromes qui interviennent dans les propriétés
organoleptiques. Pendant la protéolyse, 1’hydrolyse enzymatique des caséines produit une
gramme de composés, de tailles moléculaires différentes, allant de gros peptides jusqu’au acides
aminés libres (Fox et McSweeney, 1996; McSweeney et Sousa, 2000; Sousa et al., 2001). Les
cinétiques d’hydrolyse et les profils des composés générés sont caractéristiques de chaque type de
fromage (Hasouna et al., 1996; Gagnaire et al., 2001). Pendant la glycolyse, le lactose est
transformé en lactate, métabolisé a son tour en d’autres composés comme des acides organiques
ainsi qu’en CO; et H,O (McSweeney y Sousa, 2000). Pour les fromages affinés, comme le
Camembert, ensemencés avec des flores spécifiques (Kluyveromyces lactis, Geotrichum

candidum, Penicillium camemberti), ce phénomeéne est trés important. Il influence la texture, par
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des modifications en la solubilité des caséines, et affecte les croissances microbiennes et les

activités enzymatiques (McSweeney, 2004).

Les triglycérides sont hydrolysés en mono- et di-glycérides et en acides gras libres (AGL)
(McSweeney et Sousa, 2000; Collins et al., 2003). Méme si ce phénoméne n’a pas été signalé
comme un index significatif de maturation, il a une forte influence sur le développement de la
saveur et de I’ar6me du fromage (McSsweeney et Sousa, 2000; Collins et al., 2003; Mallatou et
al., 2003).

La composition du lait et des produits laitiers est évaluée par des méthodes de référence
(Nom-155-Scfi-2003, 2003) qui visent a déterminer la concentration des principaux constituants

des matrices.

Ainsi, les sucres, acides organiques, mati€res azotées, matieres grasses ainsi que les
phénomenes de protéolyse, glycolyse et de lipolyse sont évalués généralement par des méthodes
physico-chimiques (Ardo et Polychroniadou, 1999). La protéolyse est évaluée par la mesure de
différentes fractions azotées (méthode Kejdhal) obtenues par précipitations sélectives
(Christensen et al., 1991). Le degré de lipolyse est évalué en mesurant 1’acidité de la fraction
lipidique (Evers, 2003) et la glycolyse en quantifiant le lactose résiduel et le lactate produit
(Leclercq-Perlat et al., 2004). Ces méthodes ont été décrites pour différents fromages comme le
Camembert (Schlesser et al., 1992; Engel et al., 2001; Leclercq-Perlat et al., 2004), le Ragusano
(Fallico et al., 2004) et le Prato (Gorostiza et al., 2004).

Pour obtenir une caractérisation plus détaillée de la composition (caséines, peptides, acides
aminés, matieres grasses) du lait et des fromages, des techniques séparatives, telles que
I’¢lectrophorese, la chromatographie liquide haute performance (HPLC) et la chromatographie en
phase gazeuse (CG) (Acuiia et al., 2001; Collins et al., 2003), sont mises en ceuvre. Le profil en
acides gras du lait a été utilis€¢ pour différencier des laits produits a des altitudes différentes.
Ainsi, Collomb et al. (2002) ont observé des différences significatives dans les profils des acides
gras des laits produits au niveau de la mer ou en montage. Par ailleurs, Destaillats et al. (sous
presse) ont décrit 1’utilisation du profil des triglycérides pour la détection de I’adultération de la
matiere grasse du lait par des huiles végétales partiellement hydrogénées. Pour déterminer

’origine géographique de fromages de type Emmental, différents profils de composition, comme
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celui des acides gras libres (AGL), des triglycérides (Pillonel et al., 2002), mais aussi des profils

des composés volatiles (Pillonel et al., 2003a) ont été utilisés.

Tous ces résultats sont obtenus a partir de la mise en ceuvre de plusieurs méthodes
analytiques et/ou a partir de méthodes lourdes. Ces mesures multiples prennent du temps et ne
permettent pas d’accéder rapidement a la composition de la matrice dont la connaissance
permettrait, par exemple, de vérifier I’identité du produit, sa qualité, son origine ou encore son

niveau de transformation lors d’un affinage.

La spectroscopie infrarouge (IRTF) est une méthode directe, fiable et rapide qui permet
d’obtenir des informations spécifiques sur différents parameétres simultanément, principalement
dans la région spectrale 3000 cm™ - 400 cm™ puisque les bandes d’absorption y sont associées
aux vibrations des groupes fonctionnels des molécules (Karoui et al., 2005b). Cette technique est
utilisée pour quantifier les protéines, les maticres grasses et le lactose dans le lait et les produits
laitiers (Chen et al., 1998; Grappin et al., 2000; Wust et Rudzik, 2003). La réponse des protéines
entre 1700 cm™ et 1500 cm™, associée a la liaison peptidique (CO-NH), est trés sensible a la
conformation adoptée par ces molécules. Pour les matiéres grasses, les régions d’absorption sont
bien connues, chaines acyle a 3000 cm™ - 2800 cm™, celle associée avec les esters a 1800 cm™ -
1700 cm™, et différentes bandes dans la zone 1243 cm™ -1110 cm™ associées avec 1’élongation
des liaisons C(0)-O et C-O (Riaublanc et al., 2000). Le spectre du lactose fait apparaitre des
bandes dues a I’¢longation de la liaison C-O et la déformation du O-H dans la région 1112-1050
cm™ (Grappin et al., 2000). La réponse du lactate a 1575 cm™ est caractéristique de I’ion

carboxylate (Picque et al., 1993; Mazerolles et al., 2001).

Etant donné qu’en spectroscopie infrarouge, les liaisons chimiques présentes dans une
molécule produisent des bandes spécifiques, il doit étre possible de I'utiliser pour déterminer la
composition de produits comme le lait et des changements de composition, comme ceux

intervenant lors de I’élaboration des produits laitiers, par exemple 1’affinage des fromages.

Pour évaluer I’affinage du fromage Cheddar, Chen et al. (1998) ont corrélé les teneurs en
maticres grasses et protéines mesurées par des méthodes classiques avec les aires intégrées des
pics d’absorbance des spectres infra rouge dans les régions 1765 cm™ - 1730 cm™ (matiére

grasse), 1690 cm™ - 1620 cm™ (Amide I, protéine) et 1570 cm™ - 1535 cm™ (Amide II, protéine).
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Ils concluent que la spectroscopie IR peut étre une technique appropriée pour caractériser les
fromages pendant 1’affinage. Guerzoni et al. (1999) ont étudié les effets de différents traitements
du lait sur ’affinage de fromage de cheévre. La spectroscopie infrarouge a permis de montrer que
les cinétiques d’évolution des peptides solubles (1700 cm™ a 1330 cm™), des acides grasses libres
(1740 cm™, 1160 cm™ et 1100 cm™), de 1’acide lactique (1740 cm™) et des sucres (1300 cm™ -
1000 cm™) étaient différentes selon le lait mis en oeuvre. Vannini et al. (2001) ont évalué la
pertinence de la spectroscopie infrarouge pour le suivi de 1’activité protéolytique des différentes
souches de Yarrowia lipolytica en mesurant les changements spectraux intervenant dans les
régions Amide I et Amide II. Plus récemment, Lanciotti et al. (2005) ont mesuré le potentiel de
quatre souches de Y. lipolytica comme levains d’affinage. L’activité protéolytique de ces souches
a été évaluée dans les zones spectrales Amide et lipidique. Récemment, Rodriguez-Saona et al.
(2006) ont montr¢ le potentiel de la spectroscopie infrarouge, couplée avec de la réflexion totale
atténue (ATR-IRTF), a fournir de bonnes estimations de I’humidité, des matiéres grasses et des

protéines de fromages suisses.

Les méthodes statistiques multi variées ont pris une grande importance pour la
discrimination de produits car elles permettent d'extraire les informations pertinentes dans de
grandes bases de données. Van de Voort et al. (1992) ont développé un modele de régression par
les moindres carrés partiels (PLS) pour quantifier I’extrait sec, la matiére grasse, les protéines et
le lactose a partir des spectres infrarouge du lait. En utilisant la régression PLS sur les
composantes principales (RPC) des spectres moyen infrarouge de lait, Luinge et al. (1993) ont
déterminé les teneurs en mati¢re grasse, en protéine et en lactose. En associant les valeurs du pH,
de d’activité de I’eau (ay), de la matiére séche et les teneurs des fractions azotées dans un modele
PLS, Garcia Ruiz et al. (1998) ont prédit le temps d’affinage des fromages Manchego affinés
pendant 60 a 150 jours avec une erreur moyenne de 10,3 jours. En utilisant I’ACP, Hynes et al.
(2003) ont discriminé des fromages Reggianito Argentino a différents degrés d’affinage grace
aux profils peptidiques de la fraction d’azote soluble dans 1’eau. Pillonel et al. (2003a) ont
discriminé des fromages Emmental en fonction de la région de production en utilisant les
concentrations en certains acides aminés libres (asparagine, glycine, lysine, phénylalanine et
proline), ainsi que deux fractions caséiques. Poveda et al. (2004b) ont montré par PLS, que le pH,
I’activité de I’eau (ay), et la matiére séche sont les variables les plus importantes pour prédire le

temps de maturation de fromages Manchego. Les meilleures résultats pour différentier 1’age de
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fromage Ragusano ont été obtenus par une combinaison des données analytiques de profils des

peptides et d’acides aminés avec une régression PLS (Fallico et al., 2004)

Dufour et al. (2000) ont décrit 1’utilisation de I’ACP des spectres infrarouge des fromages
(région 3000-2780 cm™) pour évaluer les modifications d’état des triglycérides. Mazerolles et al.
(2001), en utilisant la méme méthode statistique, ont identifié des bandes spécifiques dans la zone
Amide I et Amide II qui ont permis de discriminer entre différents états de maturation des
fromages. Karoui et al. (2003) ont publié¢ une synthéese des différentes méthodes chimiométriques
qui peuvent étre utilisées pour analyser des données spectroscopiques et les corréler avec les
informations chimiques, physiques, avec d’autres informations spectrales ou pour extraire des
informations sur la structure moléculaire des protéines et matiéres grasses. Karoui et al. (2006d)
ont appliqué I’ACP aux spectres MIR (3000-900 cm™) et VIS-NIR (315-1700 nm) des fromages
a pate molle pour discriminer entre les procédés d’élaboration et les zones d’échantillonnage.
Coker et al. (2005) concluent, de leur étude sur 1’évaluation de la maturité des fromages, qu’il
n’existe pas de combinaison pré définie entre méthodes analytiques et statistiques qui puisse étre

recommandée pour chaque situation.

Skeie et al. (2006) ont développé des modeles PLS pour prédire la concentration de
quelques acides aminés a partir des spectres NIR des fromages norvégiens. La teneur en azote
non protéique (NNP) et en azote soluble dans I’eau (WSN) ainsi que le pH ont été prédits avec
une bonne précision a partir des spectres moyen infrarouge (MIR) d’Emmental européens
produits en été (Karoui et al., 2006b) et en hiver (Karoui et al., 2006¢). Les teneurs en matiére
grasse et azote total (NT) ont été estimées avec une précision plus faible, mais les résultats ont été

améliorés en utilisant les spectres PIR (Karoui et al., 2006a).

DEUXIEME SECTION. Matériel et Méthodes

Chapitre 3. Lait
Le travail expérimental avec le lait a été réalis€ en deux étapes. Dans la premiére, des

méthodologies analytiques qui permettaient de discriminer le lait de produits similaires, de
composition différente, ont été sélectionnées. La spectroscopie infrarouge a été retenue. Les
résultats ainsi obtenus ont été¢ comparés avec ceux du profil des acides gras (FAMES) qui est une

méthode de référence (NOM-155-SCFI-2003) pour la caractérisation de la matiére grasse du lait.
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Dans la deuxiéme étape, ces méthodes ont été utilisées pour étudier la discrimination des

¢échantillons de laits adultérés intentionnellement avec des maticres grasses exogenes.

ECHANTILLONS

Pour effectuer une discrimination entre le lait et les produits similaires, 21 échantillons de
produits UHT différents ont été achetés sur le marchés local, en considérant leur teneur en
matiére grasse et en carbohydrates, ainsi que la définition portée sur I’étiquette (NMX-026-1997-
SCFI) (Tableau 3.1). Selon I’étiquette et la norme NOM-155-SCFI-2003, 16 échantillons
correspondaient a du lait (L), 4 a des produits laitiers combinés (PLC) et 1 a une formule laitiére

(FL). Les échantillons ont été stockes a 18 °C avant d’étre analysés.

Les échantillons de lait soumis a une adultération des maticres grasses exogenes sont des
laits de vache UHT, sans matieére grasse. Les échantillons ont été additionnés de mélanges de
matieres grasses selon un plan de expériences comportant 5 types de matieres grasses (matiere
grasse native du lait (MGT), huile de noix de coco (MGA), huile de soja (MGB), huile de canola
(MGC) et matiere grasse butyrique (MGD) et 5 niveaux d’adultération (0 %, 25 %, 50 %, 75 % et

100 %, niveaux 0-4). La MGT avait une teneur de 42 % de matiere grasse.

ANALYSE PAR SPECTROSCOPIE INFRAROUGE

Les échantillons ont été analysés par spectroscopie infrarouge (IRTF) dans les régions du
moyen infrarouge (MIR) (4000-400 cm™) et du proche infrarouge (PIR) (10000-4000 cm'). Pour
chaque échantillon, 5 spectres ont été obtenus dans chaque région spectrale par réflexion totale
atténue (ATR), avec une cellule horizontale de ZnSe (45° et 12 réflexions). Chaque spectre a été
la moyenne de 200 lectures, avec une résolution de 4 cm’! (espacement des donnes 1,928 cm'l) et,

dans tous les cas, le spectre de I’eau a été soustrait.

PROFIL DES ACIDES GRASES (FAMES)

Afin d’obtenir les profils des acides gras (FAMES), la matiére grasse des échantillons a été
purifiée selon la méthode au chloroforme-méthanol décrite par Folch et al. (1957). Les méthyles

esters des acides gras ont été obtenus par trans estérification avec du méthoxide de sodium.
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Les FAMES ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse. Les composés ont été
séparés avec une colonne HP-23 (50 % cyanopropil, 50 % methyl polyxilosane) de 60 m x 250
um x 0,25 um. Pour la quantification avec standardisation externe, 35 composés ont été calibrés.
La corrélation minimale obtenue se caractérise par un ccefficient R supérieur a 0,999, excepté
pour les acides ¢laidique (R = 0,997), nervonique R = 0,9951) y eicosapentaenoique (R = 0,995).
La quantification des FAMES non inclus dans la calibration a été fait en utilisant des acides gras
de poids moléculaire proche. L’identification des composés non calibrés a ¢été faite par
chromatographie en phase gazeuse avec un détecteur de mass (MS) et dans les mémes conditions

que celles de la quantification.

ANALYSE STATISTIQUE

Les données obtenues par les deux méthodes (infra rouge et FAMES) ont été analysées par
des méthodes statistiques multivariées afin d’obtenir des modeles qui permettent de différencier

les échantillons.

L’analyse en composantes principales (ACP) et I’analyse discriminante générale (ADG) ont
été appliquées aux profils FAMES des échantillons de laits et de produits similaires, ainsi qu’aux

échantillons de laits adultérés avec des matiéres grasses exogenes.

L’analyse discriminante des profils spectraux du lait, des produits similaires et des laits
adultérés a été appliquée séparément pour chaque région spectrale et pour chaque critere de

classification. Les spectres ont été analysés directement sans correction.

Pour la discrimination entre les échantillons de lait et de produits similaires, la base de
données a ¢été divisée en deux groupes, le groupe de calibration (11 échantillons) et le groupe de

validation croisée (10 échantillons).

Pour I’adultération avec des maticres grasses exogenes, les modeles ont été construits en
considérant la présence d’adultération (authenticité) et les niveaux d’adultération pour chaque
type de maticre grasse, de fagcon individuelle et pour I’ensemble des profils. Les données ont été
séparées en deux groupes : un de calibration (8 échantillons MGA, 6 MGB, 7 MGC, 7 MGD et
25 pour I’ensemble), un de validation croisée 7 échantillons de MGA, 6 de MGB, 7 de MGC, 7

de MGD et 22 pour I’ensemble). Afin de diminuer la taille du modele, les composés
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discriminants les plus significatifs ont été sélectionnés par la procédure pas a pas ascendant ou

descendent selon le cas (P inclusion 0,05 ; P exclusion 0,05).

Chapitre 4. Camembert
Les échantillons de fromages proviennent de deux productions de fromages a pate molle et

crotite fleurie de type Camembert réalisées a 1’échelle pilote, sous conditions aseptiques, en
utilisant la méthode décrite par Leclercq-Perlat et al. (2004). Apres salage (jour 1), les fromages
ont été transférés dans une chambre d’affinage de 1 m” et ils sont maintenus a 13°C + 1°C et sous
une humidité relative du 85 % = 2 % (HR) pendant 24 h. A partir du deuxiéme jour (noté d2),
I’humidité a été portée a 95 % + 2 % et est maintenue ainsi jusqu’au j15. A j15, les fromages ont

été emballés et conservés a 4 °C jusqu’au j27.

Pour chaque production, un fromage entier a été prélevé dans la chambre d’affinage chaque
jour de j1 et j10. Par la suite, un fromage a été prélevé a j13, j15, j17, j20 et j27. Les fromages
sont conditionnés en utilisant la méthode décrite par Leclercq-Perlat et al. (2004). Une crofite de
3 mm a été ¢liminée et le fromage a été coupé horizontalement pour obtenir deux sections, le
cceur (C) qui est la section centrale et la sous croiite (SC) qui correspond a la section entre la
crotite et le coeur. Les deux sections ont été¢ analysées par des méthodes physicochimiques et

spectroscopiques.

ANALYSES PHYSICOCHIMIQUES

Sur les échantillons de sous croiite sont déterminés le pH, la matiere séche (MS), le lactose
et ’acide lactique (Leclercg-Perlat et al., 1999), les fractions azotés comme 1’azote soluble en
milieu acide (NSA), ’azote non protéique (NNP), I’ammoniac (NH;') et I’azote total (NT)
(Leclercq-Perlat et al., 2000). Le lactose et 1’acide lactique ont été mesurés aussi dans les

¢échantillons de cceur.

ANALYSES SPECTROSCOPIQUES

Les échantillons des sections cceur et sous croute des fromages ont été analysés par
spectroscopie infrarouge (IRTF) directement ou aprés fractionnement selon la méthode décrite

par Kuchroo et Fox (1982) et Christensen et al. (1991). Ainsi, des fractions plus spécifiques sont
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obtenues: suspensions de fromages dégraissés (DCS), azote soluble a 1’acide (NSA), caséine
(CN), azote soluble (NS-EtOH) et insoluble (NI-EtOH) dans 1’éthanol a 70 %. Pour la dissolution
des fromages, la méthode de Kuchroo & Fox (1982) a été 1égerement modifiée: 10 g du fromage
ont ¢ét¢ dissous dans 20 mL d’eau dés ionisée. Par ailleurs, le précipité d’azote insoluble dans
I’é¢thanol (NI-EtOH) a été dissous dans 2 mL de tampon 50 mM (pH 7,5) Tris-HCI (Tris-
(hydroxyméthyl-aminométhane) contenant 1 mM EDTA (acide Ethylénediamine-Tétraacétique).
La matiére grasse non purifiée (PF) a été purifiée par la méthode décrite par Anderson et al.

(1974) puis conservée a -20 °C.

Les différentes fractions obtenues (PF, CN, DCS, NSA, NS-EtOH et NI-EtOH) ont été
analysées par spectroscopie moyen infra rouge dans la région 4000 cm™ -400 cm™. La mesure a
été réalisée sur un cristal de réflexion totale atténue (ATR) horizontale de ZnSe (45° et 12
réflexions). Chaque spectre est la moyenne de 32 lectures avec une résolution de 4 cm
(espacement des données 1,928 cm™) et le spectre du cristal de ZnSe a été soustrait. A chaque
spectre, le spectre de 1’eau a été soustrait par la méthode décrite par Powell et al. (1986) et
Dousseau et al. (1989). La correction de la ligne de base a été réalisée manuellement en 6 points

du spectre, 3000 cm™, 2850 cm™, 1800 cm™, 1700 cm™, 1490 cm™ et 950 cm™.

ANALYSES STATISTIQUES

Avant de réaliser les analyses statistiques, les spectres des fromages, PF et DCS ont été
normalisés. Toutes les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel STATISTICA version 6

(StatSoft, France).

Des tableaux de corrélations ont été établis entre les différentes données physicochimiques.
L’ANOVA a été réalisée pour chaque groupes de spectres des fromages et des fractions afin
d’identifier les bandes d’absorbance présentant les changements les plus significatifs pendant

I’affinage (p<0,05).

L’analyse en composantes principales (ACP) a ¢été appliquée aux données
physicochimiques et spectrales, séparément, afin d’évaluer I’évolution de la matrice pendant

I’affinage.
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Deux régressions par les moindres carrés partiels (PLS) ont été faites. La premicere avait
pour objectif de prédire le temps d’affinage, la deuxiéme pour établir les modeles de régression
entre les données physicochimiques et spectroscopiques. Dans la premicre analyse sont utilisés
les données spectrales des sections cceur et sous crotite de fromages. Les spectres ont été séparés
en un groupe de calibration (17 échantillons) et un groupe de validation croisée (8 échantillons).
Dans la deuxieme analyse, les données spectrales de sous crotiite ont été utilisées en combinaison
avec les résultats physicochimiques obtenus pour la méme section. Les données ont été séparées
en un groupe de calibration avec 17 échantillons pour pH, MS, NSA, NNP, et NH; et 33
échantillons pour le lactose et I’acide lactique; et un groupe de validation croisée avec 8
échantillons pour pH, MS, NSA, NNP, et NH;" et 16 échantillons pour le lactose et 1’acide
lactique. Le nombre des facteurs a ét¢ déterminé en utilisant la valeur minimale du PRESS. La
qualité des modéles a été évaluée a partir des valeurs des coefficients de détermination R?, et les
erreurs standard calculées pour les ensembles de calibration (SEC) et de validation croisée

(RMSECV).

Chapitre 5. Emmental
Les échantillons analysés proviennent de fromages Emmental élaborés par 1’Institut

Technique Frangais des Fromages (ITFF). Ils ont été ¢laborés la méme semaine, a partir de lait
thermisé a 63 °C pendant 30 s. Apres le salage, les fromages ont été pré affinés pendant 20 jours
dans une cave a 8-10 °C. A partir du jour 20 (j20), les fromages ont été placés dans une cave
tempérée entre 15 °C et 16 °C. A j34, les fromages ont été transférés a 22-23 °C , sous une
humidité relative variant entre 84 % et 86 % pendant 40 jours approximativement, jusqu’a
I’ouverture des meules. Puis, les fromages ont été conservés dans une cave froide a 6 °C pendant

15 jours.

Pour chaque fromage, un échantillon de 15 a 20 g a été prélevé a I’entrée dans les caves,
puis a différents temps (Tableau 5.1). Ces échantillons ont été coupés longitudinalement pour

obtenir des segments a analyser par spectroscopie infrarouge/ATR.
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ANALYSE SPECTROSCOPIQUE

Les échantillons du fromage ont été analysés directement par spectroscopie moyen infra
rouge dans la région 4000 cm™ - 400 cm™. Les méthodologies d’obtention et de correction des

spectres sont identiques a celles décrites pour le fromage Camembert.

ANALYSES STATISTIQUES

Avant de réaliser les analyses statistiques, les spectres ont ét¢ normalisés en considérant 4
régions de normalisation : 3030-2750 cm™, 1800-1700 cm™, 1700-1490 cm™ et 1490-950 cm™.
Une fois normalisés, les spectres des différentes régions spectrales ont été¢ regroupés dans la
méme base de données. Les analyses statistiques ont été faits avec le logiciel STATISTICA

version 6 (StatSoft, France).

L’ANOVA a été fait pour chaque groupe des spectres afin d’identifier les bandes qui
montraient les changements les plus significatifs pendant ’affinage (p<0,05), en considérant

comme facteur le temps d’affinage.

L’analyse en composantes principales (ACP) a été appliquée a la collection de spectres

normalisés afin d’évaluer leur évolution pendant 1’affinage.

L’analyse discriminante générale (ADG) a été appliquée a la collection des données
spectrales afin d’évaluer le potentiel de la spectroscopie infrarouge pour discriminer les
échantillons d’Emmental en fonction de son état d’affinage. La collection des données a été
divisée en trois groupes, le groupe de calibration (34 échantillons), le groupe de validation croisé
(14 échantillons) et le groupe de prédiction (14 échantillons). Les distances de Mahalanobis au

carré et leurs niveaux de signification (p<0,05) ont été calculés.
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TROISIEME SECTION. Résultats et Discussions

Chapitre 6. Lait
LAITS ET PRODUITS SIMILAIRES

Analyse Spectrale Moyen Infrarouge

L’analyse discriminante (ADG), appliquée aux spectres infrarouges du lait et de produits
similaires, a permis de les discriminer selon I’information figurant sur les étiquettes (cas des laits
(L) et des formules laitieres (FL)) et selon les critéres de la NOM-155-SCFI-2003 (cas des laits
(L), des produits laitiers combinés (PLC) et des formules laitieres (FL)).

Pour la discrimination selon 1’information des étiquettes, la meilleure discrimination a été
obtenue dans la région 3000-950 cm™. Le plan factoriel (Figure 6.2A et B) défini par les
composants PC1, PC2 et PC3, qui expliquent respectivement 79,4 %, 8,9 % et 5,8 % de la
variance totale, rend possible la séparation de deux groupes bien définis, un pour les échantillons
L, et ’autre pour les échantillons FL. Le modé¢le discriminant a permis classifier correctement
95,14 % des échantillons (Tableau 6.1). Tous les spectres L ont été classés correctement, tandis

que pour les spectres FL seulement 88 % des spectres ont été classés correctement.

Pour la discrimination selon les critéres de la NOM-155-SCFI-2003, la meilleure
discrimination a été obtenue dans la région 3000-950 cm™. Le plan factoriel (Figure 6.4A et B),
défini par les composants PC1, PC2 et PC3 (qui expliquent 74,7 %, 8,7 % et 8,8 % de la variance
totale, respectivement), a permis séparer trois groupes. La principale séparation est obtenue par
une combinaison de PC1 et PC2. Les vecteurs propres PC1, PC2 et PC3 (Figure 6.4C-E) ont
montré le méme profil que les vecteurs calculés pour le modéle discriminant selon 1I’information
de I’étiquette. Le modele discriminant entre L, PLC et FL a permis de classer correctement 95,25
% des spectres selon la définition de la norme NOM-155- SCFI-2003 (Tableau 6.2). Le modele a

classé correctement tous les spectres L et FL, mais seulement 75 % des spectres PLC.
Analyse Spectrale Proche Infrarouge

Pour la discrimination selon 1’étiquette, la meilleure discrimination a été obtenue dans la

région 10000-4000 cm™. Le plan factoriel (Figure 6.6A et B) défini par les composants PC1, PC2
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et PC3, qui expliquent respectivement 75,4 %, 10,2 % et 5,0 % de la variance totale, n’a pas
permis de séparer complétement les deux groupes d’échantillons. Les vecteurs propres (Figure
6.6 C et E) n’ont pas montré des bandes spécifiques que puissent étre associées aux principaux
groupes compositionnels. Le modéle discriminant a montré des résultats inférieurs a ceux obtenus
dans la région MIR, car il a permis de classer correctement seulement le 75,2 % des échantillons

(Tableau 6.3).

Pour la discrimination selon les critéres de la NOM-155-SCFI-2003, la meilleure
discrimination a été obtenue dans la région 6000-4000 cm™. Le plan factoriel (Figure 6.8A)
défini par les composants PC1 et PC2 (qui expliquent 82,9 % et 14,6 % de la variance totale,
respectivement), n’a pas permis de séparer completement les trois groupes des échantillons. Les
vecteurs propres PC1 et PC2 (Figure 6.8B-C) ont montré le méme profil que les vecteurs calculés
pour le modele discriminant entre L et FL selon I’information de I’étiquette. Le modéele
discriminant entre L, PLC et FL a permis classifier correctement le 80 % des spectres selon la
définition de la norme NOM-155- SCFI-2003 (Tableau 6.4). Le mode¢le a classifié correctement

seulement le 71,3 % des spectres L.
Profil des Acides Gras (FAMES)

L’Analyse en Composantes Principales (ACP) a permis de montrer que les acides gras
permettent de différentier les échantillons de lait et de produits similaires. Le plan factoriel et les
graphiques des charges (Figure 6.9A et B) ont ét¢ définis par les PC1 et PC2 qui expliquent 54,7
% et 37,2 % de la variance totale. Dans le plan factoriel, une combinaison entre les deux
composantes a permis une séparation des échantillons en trois groupes. Le PC1 a séparé les
échantillons en fonction de 1’origine de la matiére grasse (végétale ou butyrique), tandis que le
PC2 a séparé les échantillons contenant de la matiére grasse d’une seule origine de ceux

contenant plusieurs types de matieres grasses.

Le vecteur propre 1 (Figure 6.9B) a montré des valeurs importantes pour les acides
palmitique, tétradécanoique et ’acide codifi¢ « P17 » (non identifié¢). Les acides palmitique et
oléique ont montré une opposition entre eux. Le vecteur propre 2 a indiqué des valeurs

importantes pour les acides linoléique, octadécanoique, Cis-6-pétroselinique et oléique. Parmi les
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acides ainsi observés, ceux majoritaires dans la matiere grasse du lait sont les acides palmitique

et oléique (avec 28 % et 21 % du total respectivement) (Creamer y MacGibbon, 1996).

L’Analyse Discriminante Générale (ADG) selon I’information de 1’étiquette, a permis
sélectionner 4 acides par la méthode pas a pas ascendant (Tableau 6.5). Le modele de calibration
a permis de classifier correctement 100 % des échantillons, tandis que, celui de validation croisée
a permis de classifier correctement seulement 77,8 % des échantillons. Tous les échantillons de

lait (L) ont été correctement classifiés.

L’ADG selon les critéres de la norme NOM-.155-SCFI-2003 a permis de sélectionner 9
acides par la méthode pas a pas ascendant (Tableau 6.7). Tandis que le modé¢le de calibration a
permis de classifier correctement 100 % des €chantillons, celui de validation croisée a permis de
classifier correctement seulement 88,9 % des échantillons. Tous les échantillons L et FL ont été

correctement classifies.

LAIT ADULTEREE AVEC DES MATIERES GRASSES EXOGENES

Analyse Spectrale Moyen Infrarouge

Les spectres moyens obtenus pour le 5 niveaux d’adultération sont montrés a la figure 6.12.
Le meilleur modéle discriminant a été obtenu dans la région 3000-950 cm™. Le plan factoriel
défini par PC1 et PC2 (53,8 % et 36 % de la variance expliquée, respectivement) ne montre pas

une compléte séparation des spectres en fonction du niveau d’adultération.

Le modgele discriminant obtenu a montré un bas pouvoir de discrimination car il a permis de
classifier correctement le 53,16 % des spectres en fonction du niveau d’adultération. Le groupe
des spectres le mieux classifi¢, avec le 88,9 % de classification correcte, correspond a la matiére

grasse native du lait (MGT).
Profil des Acides Gras (FAMES)

L’ADG a été appliquée aux profils des acides gras de chaque type de matiére grasse, de
fagon individuelle et au groupe complet des profils, pour discriminer les laits authentiques (AU)

des laits adultérés (AD), et aussi, si possible, les différents niveaux d’adultération étudiés.
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Les mode¢les discriminants entre laits AU et AD, ont permis de classifier correctement 100
% des échantillons pour chaque mati¢re grasse de facon individuelle et pour le groupe des profils
(Tableau 6.11). L’analyse pas a pas a permis de sélectionner les acides que permettent

discriminer les échantillons pour chaque modéle obtenue (Tableau 6.10).

Les modeles de discrimination en fonction des niveaux d’adultération, pour chaque maticre
grasse de facon individuelle, ont été moins performants, et ils présentent des différences de
performance selon la mati¢re grasse. Pour la MGA, les mod¢les de calibration et validation
croisée ont permis de classer correctement respectivement 100 % et 85,7 % des échantillons
(Tableau 6.12); pour la MGB, ces pourcentages sont de seulement 50 % et 33,3 % des
échantillons, respectivement (Tableau 6.13) ; pour la MGC, ils atteignent 71,4 % et 42,9 % des
échantillons, respectivement (Tableau 6.14) et 100 % et 42,9 % pour la MGD (Tableau 6.15).

D’un autre c6té, les modeles de discrimination obtenus pour 1I’ensemble des profils FAMES
ont montré de bonnes performances. L’analyse pas a pas ascendant a permis de sélectionner 6
acides gras. Les distances Mahalanobis au carré ont ¢été significatives pour les 5 niveaux
d’adultération. Les modeles de calibration et validation croisée ont permis de classer

correctement 100 % et 72,7 % des échantillons respectivement (Tableau 6.16).

Chapitre 7. Analyse spectrale pour le suivi de I’affinage de Camembert
Evolutions Spectrales

L’évolution des spectres IRTF normalisés (3000-2800 cm™ et 1800-950 cm™) a été
différente selon la section de fromage analysée, sous croite ou cceur (Figure 7.1A-B). Les
spectres des échantillons de sous crotlite ont montré des modifications pendant toute la durée de
I’affinage, tandis que les spectres de coeur montrent seulement une faible progression jusqu’au
j20, puis un fort changement d’absorbance entre j20 et j27. L’ANOVA et le test LSD ont mis en
¢évidence les bandes spectrales présentant des changements significatifs pendant 1’affinage pour

chacune des sections des fromages analysés ainsi que pour les sous fractions obtenues.

Les spectres de fromage entier ont montré des évolutions significatives d’absorbance
(p<0,05) pour les bandes associ¢es au lactose, aux monosaccharides et aux protéines (Tableau

7.1). La suspension de fromage dégraissé (DCS) a montré des évolutions spectrales similaires a
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celles observées pour le fromage entier (Tableau 7.2). Les évolutions spectrales de la maticre
grasse purifiée (PF) ont été trés limitées et ’ANOVA n’a pas montré de différences significatives

pour la PF de cceur ni pour celle de sous crotite (Tableau 7.3).

Les réponses spectrales des fractions azotées ont été observées dans la région 1700 cm™ -
1500 cm™ associées aux liaisons peptidiques. Les spectres des fractions «azote soluble dans
I’acide » (NSA) ont montré une évolution significative (p<0,05) seulement pour la bande Amide
II. Pour les caséines (fractions CN), aucune des bandes amides n’a montré de changement
significatif. Seule le rapport entre les absorbances des bandes amides I et II a montré des
changements significatifs de valeurs aprés j13. Des résultats statistiques similaires ont été€ obtenus
pour I’évolution spectrale de la fraction « azote soluble dans 1’éthanol ». Les changements
d’absorbance dans les spectres des fractions « azote insoluble a éthanol » ont été limités dans le

temps et faibles et n’ont pas permis de souligner des évolutions significatives.

Parametres physicochimiques, corrélations et analyses en composantes principales (ACP)

La plupart des parametres physico-chimiques mesurés ont donné des corrélations
significatives (p<0,05) entre eux, a 1’exception de la mati¢re seche (MS) qui n’est correctement
corrélée qu’avec le lactose (R=-0,53) et le NNP (R = 0,52). Le lactose et I’acide lactique sont
corrélés positivement entre eux et négativement avec le pH, mais aussi avec NSA, NNP et NH,".
Les fractions azotées sont fortement corrélées entre elles (R>0,87). Ces résultats sont
comparables a ceux obtenus par Fallico et al. (2004) pour le pH et les fractions azotées pendant

I’affinage de fromage Ragusano.

Le plan factoriel de I’ACP sur les données physico-chimiques (Figure 7.5A), défini par les
PC1 et PC3, explique 82,2% de la variance totale, avec respectivement 80,6 % et 3,6 % pour les
axes 1 et 3. Le positionnement des échantillons dans le plan factoriel a montré une évolution en
deux étapes. Sur le premier axe, les valeurs des coordonnées factorielles décroissent
continuellement en fonction du temps d’affinage. Selon le troisiéme axe, elles décroissent entre j1
et j7, puis elles augmentent de j8 a j20. Dans le plan des variables (Figure 7.5B), on reléve que
toutes les variables étudiées sont fortement corrélées positivement ou négativement (R>0,89)
avec I’axe 1 a I’exception de la MS (R= -0,486). Ces observations suggerent que 1’axe 1 décrit

simultanément la glycolyse mesurée par la décroissance des concentrations en lactose, en acide
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lactique, et I’accroissement du pH ; et également la protéolyse décrite par 1’augmentation de

valeurs des fractions azotées étudiées.

Spectres infrarouge et analyse en composantes principales (ACP)

Le plan factoriel de I’ACP des spectres de fromages (Figure 7.6), défini par le PC1 et le
PC2 (81,2 % et 10,8 % de la variance totale, respectivement) a montré une évolution en deux
phases selon le temps d’affinage. Dans la premiére phase, une combinaison des deux composants
permet de décrire une évolution continue du positionnement des spectres des échantillons de j1 a
j8 ou jusqu’a j15 dans la sous crolte et le cceur respectivement. Dans la deuxiéme phase,
I’évolution jusqu’au j27 se fait principalement selon I’axe 1. Le tracé des valeurs du vecteur
propre 2 en fonction des nombres d’ondes a révélé deux zones importantes, la région 1490-950
cm™ associée aux sucres, et la région amide (1700-1490 cm™) associée aux protéines. Ces
observations suggerent que ce vecteur décrit I’hydrolyse du lactose et le phénoméne de
protéolyse. Les zones spectrales les plus importantes liées a la premieére composante (PC1) sont
celles assignées aux protéines et au lactate, suggérant que ce vecteur décrit principalement la

protéolyse et la consommation du lactate associé a le remontée du pH.

L’évolution spectrale de la zone 1700-1500 cm™ a été étudiée pour des fromages semi-
fermes (Mazerolles et al., 2001) et a pate molle (Kulmyrzaev et al., 2005). Les changements dans
cette région ont permis de classifier ces fromages selon la durée de I’affinage. Les modifications
d’absorbance de la bande du lactate & 1743 cm™ ont été observées lors de ’affinage de fromages
expérimentaux (Guerzoni et al., 1999; Lanciotti et al., 2005) et celles a 1589 cm™ lors de I’étude

de fromages a pate molle (Kulmyrzaev et al., 2005).

L’ACP sur les spectres infrarouge (Figure 7.5A) du fromage a montré des résultats
similaires a ceux observés pour les parameétres physico-chimiques avec une évolution en deux
phases. Cette similitude suggére que les données spectrales peuvent étre corrélées avec les

valeurs physico-chimiques.

Le plan factoriel de I’ACP réalisée sur les suspensions de fromage dégraissé¢ (DCS), définie
par deux premieres composantes, explique 92,8% de la variance totale, avec 85,6% et 7,2%

respectivement. Une évolution en deux phases, similaire a celle décrite pour le fromage entier, est
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visible. Cependant, quelques échantillons ne sont pas correctement placés dans le plan factoriel.
Ces échantillons ont été plus instables que le fromage pendant la mesure ATR et peuvent

perturber la mesure.

Le plan factoriel de I’ACP des spectres de PF définis par PC1 et PC2 ne permettent pas de

décrire une évolution claire pendant la maturation (Figure 7.7).

Le plan factoriel de I’ACP sur les spectres des fractions ASN (Figure 7.8) défini par les
PCI1, PC2 et PC3 explique 90,5% de la variance totale, 57,0%, 28,7% et 5,5% respectivement par
composante. Selon 1’axe de la PC2, une séparation des échantillons en fonction de la section de
prélévement (cceur ou sous crolite) est notée. A cceur, deux groupes d’échantillons peuvent étre
définis. Jusqu’a j8 (groupe P.;), la position des échantillons ne montrent pas de modification
notable, puis on note une évolution continue de j8 a j27 (P.). Pour les spectres des échantillons
de sous crolte, une séparation en deux zones est observée, la premiére inclus les échantillons
avant j8 et la deuxieme apres j8 (Py et Py, respectivement). Les valeurs propres les plus élevées
apparaissent dans la région des chaines acyle et la région Amide I, ce qui suggere que ce plan

factoriel décrit I’hydrolyse du lactose et le phénomene de protéolyse.

Comme attendu apres les résultats de ’ANOVA, les ACP sur les spectres de CN et NI-

EtOH ne permettent pas décrire clairement I’évolution de I’affinage en fonction du temps.

Régression par Moindres Carrés Partielles (PLS)

La régression PLS a été appliqué d’abord aux groupes de spectres des deux sections de
fromage (cceur et sous crotite) afin de prédire le temps d’affinage. Dans un deuxiéme analyse, la
régression PLS a été appliquée pour évaluer la relation entre les valeurs physico-chimiques et les

réponses spectrales des échantillons pendant 1’affinage.

Les résultats de modeles PLS pour prédire le temps d’affinage sont donnés dans le Tableau
7.5. De bonnes corrélations ont été obtenues entre les temps d’affinage observés et calculés (R*
>(0,96) avec un erreur d’un jour pour les séries des échantillons de calibration, a la fois en sous
crolte et a cceur. Ces résultats ont ét€¢ confirmés par les bonnes corrélations entre les valeurs
observées et prédites pour les séries de validation (R*>>0,97). LE RMSECYV est toujours proche de

1 jour pour le deux sections de fromage analysées.
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Les résultats des modéles PLS pour prédire les parameétres physicochimiques sont reportés
dans le Tableau 7.7. Pour la série des échantillons de calibration, des bonnes corrélations entre les
valeurs physico-chimiques et les spectres infrarouges sont obtenues pour le pH, la MS, le NNP, le
NH,", le lactose et I’acide lactique. Pour tous ces paramétres, le R” et le RPD ont été supérieurs a
0,83 et 2,6 respectivement. En comparaison, la prédiction de NSA peut étre considérée comme
mois bonne (R2= 0,73, RPD= 2,01). Pour la série des échantillons de validation, les prédictions
des concentration en lactose et en acide lactique sont insuffisantes. Par contre, les prédiction de la
MS, du NSA, du NNP et le NH," présentent des valeurs statistiques satisfaisantes (R*= 0,81,
RPD= 2 et RMSEC proche du SEC).

Chapitre 8. Emmental résultats
Evolutions Spectrales

Les spectres IRTF normalisés (3000-2800 cm™ et 1800-950 cm™) ont montré de 1égéres
différences selon 1’association des souches employées. L’ANOVA et le test LSD ont mis en
¢vidence les bandes spectrales présentant des changements significatifs pendant I’affinage
indépendamment de 1’association des souches (Tableau 8.1). Les bandes associées aux

phosphates, aux monosaccharides, aux acides organiques et aux protéines sont les plus notables.

Spectres infrarouges, analyse de composants principaux (ACP)

Le plan factoriel de ’ACP des spectres de fromage Emmental (Figure 8.2A), défini par les
PCI1 et PC2, décrit 70,9% de la variance totale, respectivement 44,9% et 26,0%. Ce plan permet
de visualiser une évolution en deux phases. La premicre phase, décrite par une combinaison de
PCI et PC2, intégre les échantillons de j20 (0CT) a j58 (24CC), séparés en deux groupes notés
G1; comprenant les échantillons de j20 a J51; et G2, composé par les échantillons de J51 a J56
respectivement. La seconde phase, visible principalement selon I’axe 1, met en évidence
I’évolution de j58 (24CC) jusqu’au AM, en séparant clairement les échantillons de 24CC (G2),
30CC (G3) et AM (G4).

Le tracé du vecteur propre 1 (Figure 8.2B) a montré deux zones importantes, la région
1800-1710 cm™ et la région amide (1700-1490 cm™). Dans la premiére région, on observe un pic

important a ~1743 cm™ (—~C=0) et un pic mineur a ~1749 cm™ (C=0) (Karoui et al., 2003). Dans
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la deuxiéme région, seul le pic assigné a la liaison Amide II est observé. Le tracé du vecteur
propre 2 a présenté aussi les pics ~1743 cm™ et ~1749 cm™ mais avec un intensité inférieure a
celle du vecteur 1. Dans la région amide, seul le pic correspondant a la liaison Amide I est
observé. Ces résultats suggerent que les deux vecteurs décrivent les phénomenes relatives a la
consommation du lactate, a lipolyse et la protéolyse avec des modifications différentes selon le

vecteur considéré.

L’évolution spectrale dans la zone Amide (1700-1500 cm™) a été étudiée pour des
fromages semi fermes affinés a 13 °C (Mazerolles et al., 2001; Mazerolles et al., 2002) et des
fromages a pate molle (Kulmyrzaev et al., 2005). Ces études ont permis de montrer le potentiel
de la spectroscopie infrarouge pour discriminer les fromages en fonction de leur age . Comme
observé dans nos travaux, Vannini et al. (2001) mentionnent différents comportements des

bandes amide I et II en fonction de I’ 4ge du fromage et des souches utilisées.

Spectres infrarouges, analyse de discriminante générale (ADG)

La régression lin€aire pas a pas ascendante a conduit a la sélection de 24 nombres d’onde
(P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) (Figure 8.3) associés aux sucres, protéines et matieres
grasses. Ces nombres d’ondes ont déja été reportés pour la discrimination de 3 types de fromage
Emmental (Picque et al., 2002). Des changements pendant I’affinage dans les bandes
correspondant aux groupes méthyle et méthyléne dans la région 3000-2800 cm™ ont été reportés

pour des fromages semi fermes (Dufour et al., 2000).

Les distances de Mahalanobis calculées a partir des spectres des échantillons de calibration
et de validation croisée ont été significatives (p< 0,05) pour les 7 états d’affinage évalués. Les
modele obtenu pour le groupe de calibration a permis de classifier correctement 100% des
spectres en fonction de I’age du fromage (Tableau 8.2). Pour le groupe de validation croisée, le
modele a été moins performant puisqu’il n’a permis de classifier correctement que 85,7% des
spectres (Tableau 8.2). Ce pourcentage a été principalement affect¢ par la classification

incorrecte de 50 % des échantillons de j20 (assignés en j34), et de j51 (assignés en j58).

La classification des échantillons sur la base de la probabilité a appartenir a un groupe

déterminé est montrée dans le Tableau 8.3. Une classification correcte de 57,1% des échantillons

51



est relevée pour le groupe de prédiction. Seul les échantillons j27 et AM ont présentés un taux de
100 % de classification correcte. En fonction de la classification des spectres de prédiction
(Tableau 8.3), on peut distinguer trois groupes au lieu des 7 initialement définis. Le premier,
formé par les fromages les plus jeunes collectés du début de 1’affinage a 1’entrée dans la cave
chaude (j20 a j34); le deuxieéme formé par des fromages & mi-affinage (de j51 a j58); et le
troisieme formé par des fromages les plus affinés (j65 jusqu’au I’ouverture des meules, AM).

Aucun des échantillons assignés dans un de ces 3 groupes n’a été mal classé (Tableau 8.3).

Il y a peu des travaux dans la littérature sur la discrimination par spectroscopie d’infrarouge
des fromages en fonction de 1’affinage. Cet méthodologie a été utilisée pour discriminer entre
fromages du type Emmental en fonction du type du fromage (Picque et al., 2002) ou de la région
de production (Pillonel et al., 2003b; Karoui et al., 2005a; Karoui et al., 2005b).

CONCLUSION

Les analyses factorielles discriminantes des données spectrales moyen infrarouge (MIR)
ont donné de bons résultats pour la discrimination des échantillons de lait et des produits
similaires selon les deux critéres de classification utilisés (95,15 % selon I’étiquette et 95,25 %
selon la norme). Les analyses factorielles des profils spectraux obtenus en spectroscopie proche
infrarouge (PIR) et des profils des acides gras (FAMES) ont conduit a des résultats similaires de
discrimination des mémes groupes d’échantillons (75,24 % et 77,8 % en fonction de 1’étiquette,
respectivement ; 80 % et 88,9 % en fonction de la norme, respectivement). Pour ces deux
méthodes, les résultats obtenus ont été inférieurs a ceux obtenus avec la méthode MIR. Les trois
techniques ont montré une meilleure performance de discrimination des échantillons selon les

criteres de la norme NOM-155-SCFI-2003 que selon la dénomination notée sur I’étiquette.

L’ADG des données spectrales MIR des laits adultérés avec des maticres grasses exogenes
a donné des résultats médiocres (53,16 % de classification correcte). Ce résultat peut étre lié a des
problémes d’émulsion des matiéres grasses pendant la préparation des échantillons. Les analyses
des profils de FAMES ont fourni des résultats de niveau excellent en séparant 100 % des
échantillons authentiques et contrefaits quelle que soit la matiére grasse utilisée. Les analyses en
fonction des niveaux d’adultération ont donné de bons résultats pour I’huile de noix de coco

(MGA) et le groupe des profils (85,7 % et 72,7 % pour les échantillons de validation croisée,
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respectivement). Une performance inférieure a été observée pour I’huile de soja (MGB), I’huile
de canola (MGC) et la matiére grasse butyrique (MGD) (33,3 %, 42,9 % et 42,9 % pour les

échantillons de validation croisée, respectivement).

L’ANOVA et I’analyse en composantes principales des données spectrales du fromage
entier de type Camembert ont montré des évolutions des absorbances et des profils spectraux en
relation avec le temps d’affinage. Ces évolutions peuvent étre expliquées par les changements
biochimiques survenant lors de 1’affinage et déja décrits pour les fromages de type Camembert.
Les analyses des autres fractions du fromage n’apportent pas plus d’information ou une meilleure

discrimination que les spectres du fromage entier.

Les modeles prédictifs, obtenus par régression PLS, pour les spectres des échantillons de
fromage issus soit du ceeur, soit de la sous crofite, ont donné de bons résultats pour la prédiction

du temps de maturation (temps de prélévement) avec une erreur moyenne proche de 1 jour.

Les régressions PLS entre les données physico-chimiques et spectrales ont montré que
I’IRTF est une bonne méthode pour prédire les valeurs de la matiére séche (MS), de I’acide
lactique, de 1’azote soluble en milieu acide (NSA), de 1’azote non protéique (NNP) et de
I’ammoniac (NH,") observées pendant 1’affinage. Cependant, les modéles obtenus pour la teneur

en lactose et pour le pH ont été moins précis.

L’ANOVA et ’ACP des données spectrales du fromage Emmental ont montré des
évolutions notables en fonction du temps d’affinage. Ces évolutions peuvent étre expliquées par
les changements biochimiques dans les composés les plus importants comme décrit dans la
littérature. L’ADG a montré que I’IRTF est une bonne méthode pour différencier les échantillons

de fromage jeunes, demi affinés et affinés.

Les résultats obtenus dans le présent travail montrent que la spectroscopie moyen

infrarouge (MIR) constitue une méthode rapide et économique pour :

0 classer les laits et les produits similaires en fonction des critéres de la législation

Mexicaine,

0 prédire le temps d’affinage des fromages Camembert et Emmental de fagon directe,
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¢ prédire le niveau de la protéolyse.

Malgré I’intérét de cette méthode, sa facilité, sa rapidit¢é de mise en ceuvre, il serait
nécessaire de faire des recherches plus approfondies pour élargir son utilisation a d’autres types

d’adultérations ou au suivi de I’affinage d’autres fromages.

Pour améliorer la performance des modéles discriminant pour les laits et les produits
similaires, il serait utile d’appliquer différentes corrections aux spectres infrarouges, similaires a
celles appliquées aux spectres des fromages. Enfin, pour améliorer la discrimination entre les
maticres grasses exogenes, il serait souhaitable utiliser une méthode plus performante pour
réaliser les émulsions afin de pouvoir évaluer directement leur I’adultération; une autre
alternative serait la construction de modeles de discrimination basés sur les spectres des matieres

grasses purifiées.

Seule une ¢étude plus large permettrait de confirmer les résultats obtenus pour les fromages
et d’envisager leur application a d’autres types de fromages, avec I’ambition d’obtenir des
informations qui porteraient non seulement sur le niveau d’affinage mais également sur leur

origine géographique, les procédés de fabrication, voire leur authenticité.
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Capitulo 1. Antecedentes

La leche y productos lacteos presentan una gran importancia en la nutricion humana. Su
calidad, seguridad y autenticidad son cuestiones relevantes tanto para los procesadores como para
las autoridades reguladoras y consumidores. Definir que es la autenticidad o la aulteracion de los
alimentos o los parametros que permiten determinarla no es algo sencillo, ya que ésta depende de

una variedad de criterios.

A continuacion se presentan de forma general algunos conceptos enfocados a definir que es
la autenticidad de los alimentos. Adicionalmente se presentan algunas cifras que muestran la
importancia socioecondmica del sector lechero para paises como México y Francia y asi como

algunos aspectos normativos para la leche y algunos productos lacteos.

1.1 Autenticidad de alimentos

1.1.1 Un poco de Historia
La globalizacion de los mercados que se presenta en la actualidad ha hecho accesible para

los consumidores una gran cantidad y variedad de productos provenientes de todo el mundo,
principalmente en el sector agroalimentario. Productos de diferentes caracteristicas,

denominaciones, calidades y origenes compiten por las preferencias de los consumidores.

Los consumidores actuales exigen una mayor seguridad y calidad en los productos
alimenticios, lo que ha originado la inclusién en nuestro vocabulario de términos como calidad,
seguridad, trazabilidad y autenticidad. A pesar de lo novedoso que éstos nos puedan resultar, la
adulteracion de los alimentos no es un problema reciente, sin embargo, se ha hecho mas
sofisticada en los ultimos afios. Los ingredientes y alimentos que mas comunmente han sido el
blanco de éstas incluyen aquellos de mayor valor comercial (Downey, 1996). De igual forma, la

publicacion de leyes y estatutos encaminados a proteger a los consumidores no son recientes.

La adulteracion de los alimentos data desde tiempos biblicos, inicidndose con el comercio
de mercancias. Hace siglos se adicionaba a la cerveza sales de plomo para aumentar su dulzor y

se sustituia el lupulo con estricnina para su amargor, por lo que en el codigo de Hamurabi
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publicado alrededor del afio 1750 A.C. en Babilonia, se establecié una ley que prohibia vender
cerveza de baja fuerza a un precio elevado. En la antigua Roma y Atenas se adulteraban vinos
con sabores y colores, al grado que se mencionaba que ya no era posible adquirir un vino

autentico (Downey, 1996; Dennis, 1997).

En el siglo XVIII era comun la adulteracion del té, el café y el cacao, mercancias de
elevado valor comercial en esa época. En esta época era también muy comun la adulteracion de la
leche, llegando a tal punto que a las bombas de agua del pueblo se les llegd a llamar las vacas

negras.

En el siglo XIII en Francia y Alemania se elabor6 un estatuto para el control de los
alimentos, mientras que en Inglaterra existia una penalizacioén por la adulteracion del pan. En el
afio 1875 se publico en Reino Unido el Acta para la venta de alimentos y medicamentos (Sumar y
Ismail, 1995) estableciendo que un alimento o bebida podia ser considerado como adulterado A)
Si contenia cualquier ingrediente que pudiese ocasionar dafio a la salud del consumidor; B) Si
contenia cualquier sustancia que sensiblemente incrementara su peso, volumen o fuerza, a menos
que la presencia de dicha sustancia fuera necesaria debido a su preparacion; C) Si cualquier
constituyente importante fue completa o parcialmente removido, sin que fuera hecho del
conocimiento al momento de la venta; o D) Si era una imitacion fraudulenta de, o vendida con el

nombre de cualquier otro articulo.

Fue a finales del siglo XIX que se inicid el desarrollo de las primeras pruebas quimicas para
determinar la autentificad de la leche. Al mismo tiempo los timadores desarrollaron mezclas para

engafiar al lactometro (Dennis, 1997).

1.1.2 Criterios de autenticidad

La autenticidad es un factor importante en el precio de los alimentos y bebidas, asi como de
los ingredientes utilizados en su elaboracion. Por lo que, productos visiblemente similares pueden
diferir marcadamente su precio dependiendo de los ingredientes y procesos que intervienen en su

elaboracion (Downey, 1996).

De una manera practica, podemos decir que un alimento auténtico es aquel que se ajusta a

la descripcion proporcionada por el productor o el procesador en la etiqueta del producto. Los
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criterios que intervienen en la definicion de su autenticidad se refieren a la descripcion del

producto, a los ingredientes utilizados y los procesos de elaboracion.

Descripcion del producto

En la etiqueta de los productos se presentan una serie de descripciones que, dependiendo
del producto, puede incrementar fuertemente su precio final. Entre los criterios de descripcion del
producto mas importantes se encuentran su origen geografico, su naturaleza, su historia, su

definicion, asi como las especies o variedad de los ingredientes.

El Origen geografico estd muy relacionado con la denominacién de origen que ostentan
algunos productos como vinos, quesos, bebidas destiladas, etc. Los productos protegidos por una
denominacion de origen tienen un valor comercial mayor que los productos similares que no
estan protegidos y que se denominan productos “tipo”, por ejemplo un queso Gouda o un tipo

Gouda, un Jerez o un vino tipo Jerez.

La naturaleza del producto tiene una gran influencia en su precio y aceptacion. Un producto
de origen sintético generalmente presenta un valor comercial inferior respecto a uno de origen
natural, ademas de presentar mayores restricciones en su uso. Esto es un factor importante en

productos tales como colorantes, edulcorantes, saborizantes y aceites esenciales.

La historia del producto tiene una alta relacion con los procesos a los que ha sido sometido
un producto, tales como el congelamiento, la concentracion, la reconstitucion, etc., o si se trata de
un producto fresco. El valor comercial de una carne fresca es superior al de una carne congelada

y descongelada que se venda en refrigeracion.

La definicion de un producto generalmente es establecida por medio de normas. Productos
que procedan de la misma materia prima pueden tener definiciones diferentes y por lo tanto,
precios diferentes. A titulo de ejemplo se puede mencionar el jugo de naranja, que cuando es
fresco tiene un valor comercial mayor a un jugo de naranja reconstituido o una naranjada; o bien,
una leche pasteurizada no tiene el mismo precio que una leche condensada. En ocasiones un
mismo producto puede provenir de diferentes variedades de materia prima, como son los vinos

elaborados a partir de uvas Cabernet sauvignon, Merlot o Pinot noire.
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En algunos productos la base de su descripcion es la especie o variedad de ingredientes, tal
es el caso del café 100 % Arabiga, el aceite de oliva extra virgen, el jamén de pavo, la cajeta 100

% de leche de cabra, entre otros productos.

Ingredientes utilizados

Los ingredientes utilizados en la elaboracion de los alimentos generalmente se encuentran
declarados en las etiquetas, lo que permite a los consumidores elegir entre productos similares
pero con ingredientes diferentes. Ente los criterios mas importantes relacionados con los

ingredientes se encuentran sus propiedades funcionales y la presencia no declarada de éstos.

Algunos ingredientes presentan ciertas propiedades funcionales que confieren atributos a
los alimentos. Se pueden tener ingredientes que aun cuando poseen el mismo nombre, no
presentan las mismas propiedades, tal es el caso de los almidones cuyas propiedades dependen de

su fuente y de los procesos de modificacion a los que han sido sometidos.

La presencia de ingredientes no declarados presenta una gran importancia cuando éstos se
encuentran restringidos en su uso por la legislacion vigente, porque deban ser declarados por a

razones de salud debido a que produzcan alergias, reacciones adversas o efectos de acumulacion.

Procesos de elaboracion

El proceso de elaboracion tiene una gran importancia en la autenticad de los productos
debido a que algunos procesos no son totalmente aceptados por los consumidores o porque

existen diferencias de proceso aceptadas entre paises.

Los tratamientos a los que han sido sometidos los alimentos pueden influir en el precio y
aceptacion por parte de los consumidores. Algunos tratamientos, como el uso de radiacion para la
conservacion, deben ser declarados en la etiqueta, y generalmente presenta un rechazo importante

por parte de los consumidores.

Los procesos industriales utilizados en la produccion de alimentos pueden presentar
restricciones en algunos paises mientras que en otros no. Un ejemplo de esto es el lavado de la

pulpa en la elaboracion del jugo de naranja.
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1.2 Aspectos socioeconomicos del sector lacteo
La leche es un producto que se produce y procesa en todo el mundo. Debido a sus

propiedades nutricionales es considerado como un producto basico en la alimentacion humana,
principalmente de los nifios, por organismos internacionales como la FAO y la UNESCO

(SAGARPA, 2006).

Segun datos de la FAO (2006a), la produccion mundial de leche de vaca en el afio 2005 fue
de 239 millones de toneladas. Como pais individual, la India es el principal productor con el 15
% de la produccion total, mientras que la produccion de México representd el 3 % y la de Francia

solo el 2 % (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Porcentaje por pais de la produccién mundial de leche en el afio 2005 (ton afio™).

Fuente: FAO, (2006a).

En México, segun cifras de la SAGARPA (2006), durante el periodo 1992-2001 el 56 % de
la produccion total de leche de vaca se concentrd entre los estados de Jalisco, Durango, Coahuila,
Veracruz, Guanajuato y Chihuahua, siendo Jalisco el principal productor con el 17 % de la

produccion nacional.

En los paises desarrollados se producen grandes volumenes de leche, provocando
excedentes de produccion que terminan vendiéndose en el mercado internacional con grandes

subsidios (SAGARPA, 2006).

60



México no ha sido un pais autosuficiente respecto a la produccion de leche, por lo que ha
tenido que recurrir a la importacion de ésta y de diversos productos lacteos para cubrir la
demanda nacional. La importacién de leche en polvo se ha incrementado en los ultimos afios
(Figura 1.2), en 2004 se importaron 175 985 ton de leche en polvo, de las cuales el 80,5 %
correspondi6 a leche descremada (FAO, 2006b). Adicionalmente, México importa una gran
cantidad de subproductos lacteos como el suero deshidratado cuya importacién ascendié en 2004

a 57 514 ton, y la lactosa que fue de 22 833 ton (FAO, 2006b).
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Figura 1.2. Importaciones Mexicanas de leche de vaca entera y descremada en polvo.

Fuente: FAO (2006b).

A partir de la leche en el mundo se produce una gran variedad de productos entre los que
destacan los quesos. Francia es un pais que destaca por la gran variedad de quesos que ahi se
producen. Segun cifras de la FAO (2003), en el afio 2002 la produccion total de queso en Francia
ascendidé a 1 790 000 ton, mientras que en México ésta solo alcanzo 158 861 ton. Parte de la
producciéon de queso de ambos paises es destinada a la exportacion. En el afio 2004 la
exportacion de queso elaborado a partir de leche de vaca entera ascendid a 567 509 ton en
Francia y 417 ton en México (FAO, 2006b). Adicionalmente, en el mismo afio, Francia export6 9

977 ton de queso de ovejay 139 ton de queso de leche de vaca descremada (FAO, 2006b).

1.3 Aspectos normativos
Debido a la importancia socioeconoémica de la leche y los productos lacteos, asi como por

la creciente exigencia de los consumidores, muchos paises y organismos internacionales han
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elaborado normas para garantizar a los consumidores la calidad, seguridad y autenticidad de éstos

productos.

La calidad fisicoquimica y microbiologica de los alimentos en general y de los productos
lacteos en particular estd definida por una serie de normas. A nivel internacional, el Codex
Alimentarius se ha convertido en una referencia mundial permitiendo a los paises participar en la
formulacién de normas alimentarias y participar en su aplicacion a escala mundial. En México, la
normatividad estd definida por normas obligatorias denominadas Norma Oficial Mexicana
(NOM) emitidas por dependencias como la Secretaria de Economia (SE) y la Secretaria de Salud
(SSA). En Francia, la Direccion General de la Competencia, Consumo y la Represion de Fraudes
(DGCCREF por sus siglas en francés) es la encargada de la normalizacion para la proteccion de los

consumidores en materia alimentaria.

Un criterio importante en la calidad y/o autenticidad en los alimentos es la presencia de una
Denominacion de Origen (DO). El coédigo de Consumo Francés (Legifrance, 2006) en su articulo
L115-1 menciona que, consituye una denominacion de origen, la denominacién de un pais,
region o de una localidad que sirve a designar un producto que es originarido de ahi y donde la
calidad o las caracteristicas son debidas al medio geografico, comprendiendo los factores
naturales y humanos. En este pais, una denominacién de Origen Controlada (AOC por sus siglas
en francés) es atribuida por el Instituto Nacional de Denominaciones de Origen (INAO) quien
verifica la notoriedad de las denominaciones, determina las areas geograficas involucradas y fija

las reglas de produccion (DGCCREF, 2006).
Leche

Desde hace algunos afos, en México se comercializan ademas de la leche, productos
similares a ésta, bajo las mismas presentaciones comerciales y generalmente a un precio inferior.
Para evitar confucion en los consumidores al adquirir estos productos, es necesario contar con

una definicion muy precisa de ellos.

En el Codex Alimentaius solo se reconoce como leche a la secreciéon mamaria normal de
animales de ordena obtenida a partir de una o de varias ordefias, sin adicionale o substraerle nada,

destinada al consumo como leche liquida o a un tratamiento posterior (Codex-Stan-206-1999,
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1999). De igual forma, se menciona que la leche que ha sido modificada en su composicion por la
adicion y/o substraccion de constituyentes de leche puede ser identificada por un nombre
utilizando el término “leche” a condicion de que cerca del nombre se describa claramente la

modificacion a que fue sometida.

La legislacion mexicana establece los criterios que definen cuales productos pueden ser
llamados leche y distinguirlos de productos similares en base a su composicion (NOM-155-SCFI-
2003, 2003) asi como los parametros para asegurar su seguridad microbiologica (NOM-184-

SSA1-2002, 2002).

En la norma NOM-155-SCFI-2003 (2003) se define a la leche como el producto obtenido
de la secrecion de las glandulas mamarias de las vacas, sin calostro el cual debe ser sometido a
tratamientos térmicos u otros procesos que garanticen la inocuidad del producto; ademas puede
someterse a otras operaciones tales como clarificacion, homogeneizacion, estandarizacion u otras,
siempre y cuando no contaminen el producto y cumpla con las especificaciones de su

denominacion. De igual forma se reconoce como leche, la leche adicionada de grasa vegetal.

Ademas de la leche, en la norma NOM-155-SCFI-2003 (2003) se definen los criterios de
denominacion de dos productos similares a la leche, la féormula lactea y el producto lacteo
combinado. La formula lactea se define como “el producto elaborado a partir de ingredientes
propios de la leche tales como caseina, grasa, lactosueros, agua para uso y consumo humano, con
un minimo de 22 g L™ de proteina de la leche y, de ésta, el 70 % de caseina, puede contener
grasas de origen vegetal en las cantidades necesarias para ajustarla a las especificaciones
establecidas en la Norma”. El producto lacteo combinado estd definido como “el producto
elaborado a partir de so6lidos lacteos y otros ingredientes, el cual debe contener como minimo de
15 g L' de proteina propia de la leche y, de ésta, el 70 % de caseina”, ademas de cumplir con las

demas especificaciones de la norma.

En la norma NOM-155-SCFI-2003 (2003) se menciona que existe una adulteracion cuando
la naturaleza o composicion de la leche, formula lactea o producto lacteo combinado no
corresponda a aquellas con las que se denomine, etiquete, anuncie, suminstre o cuando no

corresponda a las especificaciones establecidas, o cuando no haya sido objeto de tratamiento que
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disimule su alteracion o encubran defectos en su proceso o en la calidad sanitaria de las materias

primas utilizadas.

Sin embargo, esta norma no obliga a los fabricantes de leche y productos lacteos a someter
a verificacion sus productos para garantizar que cumplan con los criterios de denominacion, asi
como con lo declarado en sus etiquetas. Por lo que, el 20 de diciembre de 1999 se publicé en el
Diario Oficial un Decreto emitido por la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial (SECOFI,
1999) en el cual se establecia la obligacion que tienen los fabricantes, envasadores, importadores
o comercializadores de someter a verificacion la veracidad de la informacidon que ostentan las

etiquetas de la leche. Sin embargo, este programa sélo tuvo una duracion de 2 afos.

Queso Camembert

El queso Camembert originario de Francia, estd definido en el Codex Alimentarius (C-33-
1973, 1973) como un queso de pasta blanda pero no desmenuzable, cubierto de una corteza
uniforme de mohos blancos. Un queso de tamafio normal debe presentar la forma de un cilindro
plano con un diametro de 10 cm a 11 cm, una altura entre 3 cm y 3,5 cm y un peso minimo de

250 g (C-33-1973, 1973).

Respecto al proceso de elaboracion, la norma C-33-1973 (1973) especifica que se debe
utilizar leche de vaca, bacterias acido lacticas (LAB) y hongos como Penicillium caseicolum
(actual Penicillium camemberti) y de Bacterium linens (actual Brevibacterium linens) y la
coagulacion realizarse con cuajo. La cuajada no debe recibir ningin tratamiento térmico y el
desuerado se realiza por escurrido natural. El salado puede realizarse en seco o en salmuera. La
maduracion se realiza por almacenamiento a una temperatura comprendida entre 10 °C y 14 °C
durante aproximadamente 10 dias, seguida de un posible almacenamiento a temperaturas mas

bajas.

Respecto a la composicion, la norma C-33-1973 (1973) especifica que el producto debe
contener un minimo de 45 % de grasa en el extracto seco y un contenido minimo de extracto seco

del 44 %.

Este queso s6lo podréa llamarse “Camembert” cuando se ajuste a las disposiciones de la

norma C-33-1973 (1973). En los quesos no producidos en Francia debera indicarse el pais
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productor. Los quesos con un contenido de grasa inferior al 45 % deberan adicionar un prefijo o

sufijo a la denominacion indicando el contenido de grasa.

Oueso Emmental

El queso Emmental o Emmentaler, originario de Suiza, es fabricado en la actualidad en ese
pais ademas de Finlandia, Francia y los Estados Unidos de América, y esta definido en el Codex
Alimentarius (C-9-1967, 1967) como un queso duro de pasta que se presta al corte con cuchillo,
de color marfil a amarillo claro, con ojos regulares de raros a abundantes. El queso debe presentar
la forma de un cilindro con un diametro de 70 cm a 100 cm, una altura entre 12 cmy 30 cm y un

peso minimo de 50 kg.

Para su elaboracion se debe utilizar leche de vaca, bacterias inocuas productoras de acido
lactico (LAB) y bacterias productoras de acido propidnico; y en la coagulacion se emplea cuajo u
otras enzimas coagulantes adecuadas (C-9-1967, 1967). Una vez obtenida, la cuajada, es cortada

y recibe un tratamiento térmico a 50 °C minimo.

El salado puede realizarse introduciendo los quesos en salmuera y/o salando la superficien
en seco, durante la maduracion la superficie de los quesos se lava, limpia y sala a intervalos

regulares (C-9-1967, 1967).

La maduracion se realiza por almacenamiento a temperaturas sucesivas que oscilan entre 10
°Cy 25 °C. Las fermentaciones lacticas y propidnicas se realizan a una temperatura minima de 20
°C durante al menos tres semanas. El queso esta listo para su consumo cuando tiene una edad

minima de 60 dias a partir de la fecha de fabricacion (C-9-1967, 1967).

Un queso Emmental debe contener un minimo de 45 % de grasa en el extracto seco y un

contenido minimo de extracto seco del 60 % (C-9-1967, 1967).

Este queso solo podrd llamarse “Emmental” o “Emmentaler” cuando se ajuste a las
disposiciones de la norma C-33-1973 (1973). En los quesos no producidos en Suiza debera

indicarse el pais productor.
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Las especificacione mencionadas anteriormente para leche y productos similares, asi como
para los quesos Camembert y Emmental estdn encaminadas a proporcionar una correcta
definicion y clasificacion de los productos, que permita que productos correctamente descritos

permanezcan accesibles para los consumidores.

Sin embargo, debido a diferencias entre razas de ganado, geoclimaticas y de manufactura,
es extremadamente dificil elucidar la composicion quimica detallada y tnica de muchos de estos

productos, propiciando que establecer la autenticidad de un alimento sea una tarea muy compleja.

Las metodologias establecidas en la NOM-155-SCFI-2003 (2003) estan encaminadas a
verificar la calidad de la leche con base a parametros composicionales muy generales como es el
contenido de proteina, grasa, lactosa, etc. Si bien estas metodologias permiten determinar si la
leche y los productos lacteos cumplen o no con las caracteristicas composicionales de acuerdo a

su clasificacion, no permiten discriminar entre leche y productos similares.

Por otro lado, las normas C-9-1967 (1967) y C-33-1973 (1973), so6lo establecen los limites
para parametros composicionales como el contenido de grasa, extracto seco y humedad en los
quesos. Sin embargo, éstos parametros no permiten discriminar estos productos en funcion de su

estado de maduracién o de los procesos utilizados.

El poder determinar si un producto corresponde a la denominacién, region de origen, edad
o tratamientos térmicos declarados requiere de la implementacion de metodologias analiticas
especiales que permitan determinar de una manera confiable los parametros que marcan las

diferencias entre los productos y/o su composicion quimica de una forma mas detallada.
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Capitulo 2. Autenticidad de productos lacteos

La leche y los quesos son productos complejos no solo respecto a su composicion, sino
también los sistemas fisicoquimicos y enzimdticos que en ellos intervienen, haciendo que
establecer su autenticidad sea una tarea muy compleja. A continuacion se presentan de forma
general los principales cambios bioquimicos que presntan estos productos, asi como las
principales técnicas instrumentales y estadisticas que se reportan en la bibliografia utilizadas para
evaluar la calidad y para discriminar estos productos en funcion de criterios tales como la region

de origen, la edad, o los procesos utilizados.

2.1 Cambios bioquimicos en la elaboracion de productos lacteos

2.1.1 Leche y productos similares

Generalmente la leche es sometida a tratamiéntos térmicos con la finalidad de mejorar su
conservacion y asegurar su calidad microbiologica. Comparada con otros alimentos, la leche es
notoriamente estable al calor, lo que permite la elaboracion de una gama de productos
esterilizados por calor, sin embargo, durante el proceso de calentamiento se presentan numerosas
reacciones que tienen influencia sobre sus propiedades nutricionales y composicionales (Anema y

McKenna, 1996).

Entre las reacciones mas importantes se encuentra la desnaturalizacion de las proteinas,
siendo las proteinas de suero las mas sensibles. La desnaturalizacion cambia la conformacion de
la proteina y su grado depende de la proteina, asi como del tratamiento térmico y del pH del

medio (Anema y McKenna, 1996).

La destanturalizacion térmica de las proteinas ha sido evaluada en leches reconstituidas
enteras (Anema y McKenna, 1996) y descremadas (Anema y Klostermeyer, 1997). Anema y
McKenna (1996) observaron que la desnaturalizacion de la B-lactoglobulina es independiente de
la concentracion inicial de la proteina en un rango de temperatura de 70 °C a 115 °C, mientras que
para la a-lactalbumina, a temperaturas inferiores a 85 °C la desnaturalizacion es dependiente de la
concentracion inicial. Por otro lado, (Anema y Klostermeyer, 1997) observaron que la

disociacion de las miscelas de caseina estd influenciada por el pH (6,3-7,1) y la temperatura
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utilizada (20 °C a 90 °C). Estos autores mencionan que la proporcion de B-caseina en la caseina
soluble fue constante independientemente de la temperatura y del pH, mientras que las

concentraciones de os-caseina y k-caseina variaron tanto con la temperatura como con el pH.

El impacto de los tratamientos térmicos en la leche usada como materia prima en la
fabricacion de quesos han sido estudiadas con anteroridad (Beuvier et al., 1997; Buffa et al.,

2001).

2.1.2 Quesos

Durante los procesos que intervienen en la elaboracion de los quesos se presentan una gran
cantidad de reacciones bioquimicas que originan cambios en su composicion y que inducen el
desarrollo de sus propiedades organolépticas. Es durante la etapa de maduracion donde aparecen

los fendmenos bioquimicos mas importantes como son la prote6lisis, la glucdlisis y la lipolisis.

Durante la protedlisis, por hidrélisis enzimatica, la cadenas de caseina se rompen generando
una gran variedad de compuestos de diferentes tamafios moleculares que varian desde péptidos
grandes a pequefios, hasta aminoacidos libres (Fox y McSweeney, 1996; McSweeney y Sousa,
2000; Sousa et al., 2001). Las cinéticas de esta hidrdlisis, asi como los perfiles de compuestos
generados dependen de las diferentes enzimas involucradas y son caracteristicos de cada tipo de
queso (Hasouna et al., 1996; Gagnaire et al., 2001b). Estas cinéticas son afectadas por diferentes
factores, como son los microorganismos usados (McSweeney y Sousa, 2000; Poveda et al.,
2004a; Lanciotti et al., 2005), el proceso de manufactura (Moatsou et al., 2002; Prieto et al.,
2004) y el tiempo de maduracion (Poveda et al., 2004b; Prieto et al., 2004), entre otros.

Durante la glucdlisis, la lactosa es transformada en lactato, que a su vez es metabolizado
generando otros compuestos como acidos organicos (piruvico, propidnico y acético), etanol, asi
como CO; y H,O (McSweeney y Sousa, 2000). En los quesos madurados por iniciadores
secundarios como en el Camembert (Kluyveromyces lactis, Geotrichum candidum y Penicillium
camemberti), este fendmeno es muy extensivo. Este influencia la textura por modificaciones en la
solubilidad de las caseinas, y afecta los crecimientos microbianos y las actividades enzimaticas

(McSweeney, 2004).
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Los triglicéridos, los lipidos més importantes del queso, son hidrolizados hacia mono- y di-
glicéridos, y acidos grasos libres (AGL) (McSweeney y Sousa, 2000; Collins et al., 2003). Aun
cuando este fendmeno no ha sido reportado como un indice de maduracidon importante, éste tiene
una fuerte influencia en el desarrollo del sabor y aroma del queso (McSweeney y Sousa, 2000;

Collins et al., 2003; Mallatou et al., 2003).

2.2 Parametros fisicoquimicos
En la evaluacion de la calidad de la leche y productos lacteos se utiliza una gama de

técnicas de referencia, generalmente basadas en la determinacién de diferentes parametros

fisicoquimicos. A continuacion se presentan algunas de estas metodologias.

2.2.1 Leche y productos similares
En la industria las caracteristicas composicionales en leche y productos similares son

evaluadas por métodos fisicoquimicos de referencia. En México la NOM-155-SCFI-2003 (2003)
establece las metodologias para determinar la concentracion de los principales grupos como

proteinas, grasa, lactosa y solidos totales.

Estas metodologias solo permiten evaluar la concentracion de los grandes grupos

composicionales, pero no permiten diferenciar el origen de estos compuestos.

2.2.2 Quesos
Los fendmenos de proteodlisis, glucdlisis y lipolisis son evaluados generalmente utilizando

métodos fisicoquimicos (pH, Kjeldahl, humedad, extracto seco, etc.) encaminados a evaluar
cambios en diferentes fracciones de queso (Ardd y Polychroniadou, 1999). La proteodlisis es
evaluada cuantificando el nitrogeno en diferentes fracciones nitrogenadas obtenidas por
precipitacion selectiva (Christensen et al., 1991), como es el nitrogeno total (NT), nitrégeno no
proteico (NNP), nitrogeno no caseico (NNC), nitrogeno soluble en agua (NSA), nitrégeno soluble
e insoluble en etanol (NS-EtOH y NI-EtOH, respectivamente). El grado de lipdlisis es evaluado
midiendo la acidez de la fraccion lipidica (Evers, 2003) y la glucolisis cuantificando la lactosa

residual y el lactato generado (Leclercq-Perlat et al., 2004).
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Estos métodos han sido descritos para diferentes quesos como Camembert (Schlesser et al.,
1992; Engel et al., 2001b; Leclercq-Perlat et al., 2004), Ragusano (Fallico et al., 2004) y Prato
(Gorostiza et al., 2004).

2.3 Técnicas instrumentales
El uso de técnicas instrumentales en la evaluacion de la calidad, asi como en la

discriminacion de productos en funcion de parametros como su origen, se ha ido incrementando
en los ultimos afos, en gran medida por especificidad y confiabilidad de estas técnicas. Entre las
mas utilizadas se encuentran las técnicas espectroscopicas como la fluorescencia, el infrarrojo, y

las técnicas separativas.

2.3.1 Espectroscopia de infrarrojo
La espectroscopia de infrarrojo (FTIR) es un método directo, confiable y rapido que

permite obtener informacion especifica sobre diferentes parametros simultdneamente,
principalmente en la regiéon 3000-400 cm™ ya que las bandas son asociadas a vibraciones de los

grupos funcionales de las moléculas (Karoui et al., 2005b).

Esta técnica es utilizada para cuantificar proteinas (1700-1500 cm™), grasas (3000-2800
ecm™ y 1800-1700 cm™), y lactosa (1112-1050 cm™) (Chen et al., 1998; Grappin et al., 2000;
Wust y Rudzik, 2003) en leche (fresca, evaporada, UHT, en polvo, etc.), quesos (Cheddar, Gorda,
Edad, etc.).

La respuesta de las proteinas entre 1700 cm™ y 1500 cm™ esta asociada con el enlace
peptidico (CO-NH), y es muy sensible a la conformacién adoptada por las proteinas. Esta
muestra dos zonas, la Amida I (1700-1600 cm™) asociada con el estiramiento C=0 y C-N y la
Amida II (1600-1500 cm™) asociada con el estiramiento C-N y el balanceo N-H (Dufour y
Robert, 2000; Karoui et al., 2003).

Para las grasas, son bien conocidas diferentes regiones de absorcion. La primera debida a
las cadenas acilo (3000-2800 cm™) presenta dos picos asociados con los grupos metileno (2920
cm” y 2845 cm™) y dos hombros asociados con los metilos (2962 cm™ y 2872 cm™). La segunda

zona (1800-1700 cm™) estd asociada con los ésteres (estiramiento C=0O y C(0O)-0).
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Adicionalmente presentan bandas en la zona 1243-1110 cm™ asociadas con el estiramiento de los

enlaces C(0)-O y C-O (Riaublanc et al., 2000).

La lactosa muestra el estiramiento del enlace C-O y la deformacién del O-H en la region
1112-1050 cm™ (Grappin et al., 2000). La respuesta del lactato a 1575 cm™ es caracteristica del
ion carboxilato (Picque et al., 1993; Mazerolles et al., 2001).

Puesto que en la espectroscopia de infrarrojo, cada enlace quimico dentro de una molécula
produce bandas especificas, es posible seguir cambios composicionales y moleculares en
productos como la leche y el queso, ademas de realizar el seguimiento de procesos como la

maduracion del queso.

La espectroscopia de infrarrojo ha sido utilizada para determinar la concentracién de los
principales parametros composicionales de la leche (Van de Voort et al., 1992; Luinge et al.,
1993). Van de Voort et al. (1992) obtuvieron un modelo de calibracion para determinar la
concentracion de solidos totales, grasa, proteina y lactosa utilizando el espectro de infrarrojo
completo (~3000-1000 cm™). Estos autores mencionan que el uso de la espectroscopia de
infrarrojo con Transformadas de Fourier es totalmente aplicable al analisis de la leche, ya que
provee resultados comparables a los obtenidos con los analizadores IR para leche clasicos.
Luinge et al. (1993) correlacionaron los contenidos de grasa, proteina y lactosa determinados por
métodos tradicionales con la absorbancia de las bandas a 2854 cm™ y 1746 cm™ (grasa), 1548
cm’ (proteina), y 1041 cm™ (lactosa). Ellos afirman los modelos desarrollados presentaron
valores dentro de los limites impuestos por la Federacion Internacional de Lacteos (IDF, por sus

siglas en inglés).

Para evaluar el proceso de maduracion en queso Cheddar, Chen et al. (1998)
correlacionaron los contenidos de grasa y proteina determinados por métodos clasicos con las
areas integradas de las regiones 1765-1730 cm™ (grasa), 1690-1620 cm™ (Amida I, proteina) y
1570-1535 cm™ (Amida II, proteina). Ellos afirman que la espectroscopia IR puede ser una
técnica adecuada para caracterizar los quesos durante la maduracion. Guerzoni et al. (1999)
estudiaron los efectos de diferentes tratamientos de la leche, en el proceso de maduracion de
queso de cabra. La espectroscopia de infrarrojo mostré que las cinéticas de evolucion de los

péptidos solubles (1700 a 1330 cm™), acidos grasos libres (1740 cm™, 1160 cm™ y 1100 cm™),

71



acido lactico (1740 cm™) y carbohidratos (1300-1000 cm™) fueron diferentes. Vannini et al.
(2001) evaluaron la pertinencia de la espectroscopia de infrarrojo en el seguimiento de la
actividad proteolitica de diferentes cepas de Yarrowia lipolytica midiendo los cambios
espectrales en las regiones Amida I y Amida II. En trabajos mas recientes, Lanciotti et al. (2005)
midieron la habilidad de cuatro cepas de Y. Lipolytica como cultivos de maduracion. La actividad
proteolitica y lipolitica de estas cepas fue evaluada en las zonas espectrales Amida y lipidica

(3100-2800 cm™ y alrededor de 1740 cm™, respectivamente).

Recientemente, Rodriguez-Saona et al. (2006) mostraron la habilidad de la espectroscopia
de infrarrojo con reflactancia total atenuada (ATR-FTIR) para proveer buenas estimaciones de
humead, grasa y proteinas en quesos Suizos. Karoui et al. (2006¢) evaluaron el uso de MIR y
VIS-NIR para discriminar entre los procesos de elaboracion y zonas de muestreo de quesos

blandos.

2.3.2 Técnicas separativas
Con la finalidad de obtener una caracterizacion altamente detallada de cambios en la

composicion de la leche y quesos se han usado diferentes técnicas separativas entre las que
destacan la electroforesis (Urea-PAGE), Isoelectric Focusing (IEF), Cromatografia de Liquidos
de Alto Desempeiio (HPLC) y la Cromatografia de Gases (CG).

Cromatografia de gases

La cromatografia de gases ha sido utilizada para evaluar el impacto de la alimentacion del

ganado en las caracteristicas sensoriales de la leche (Bendall, 2001).

El perfil de 4cidos grasos de la grasa de la leche ha sido utilizado para diferenciar leches
producidas a diferentes altitudes. Collomb et al. (2002) observaron diferencias significativas en
los perfiles de acidos grasos de leches producidas en tierras bajas, montafias y tierras altas de
Suiza. Estos autores observaron que al incrementarse la altitud, se incremento el contenido de los
acidos linoleicos conjugados. Por otro lado, Destaillats et al. (in press) describen el uso del perfil
de triglicéridos para detecciéon de la adulteracion de la grasa de leche con aceites vegetales

parcialmente hidrogenados.
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Para determinar el origen geografico de quesos Emmental se han utilizado diferentes
perfiles de composicion como los perfiles en acidos grasos libres (AGL), triglicéridos, y acidos
grasos (FAMES) (Pillonel et al., 2002) asi como los perfiles de compuestos volatiles (Pillonel et
al., 2003a).

Cromatografia de Liquidos

Feinberg et al. (2006) evaluaron la concentracion de diferentes compuestos en leches
sometidas a 5 tratamientos térmicos con la finalidad de identificar los compuestos que pueden ser
utilizados como trazadores del tratamiento térmico. Los modelos obtenidos con los compuestos
que miden las modificaciones estructurales en la proteina de la leche fueron mas discriminates

que los obtenidos para los metabolitos de las reacciones de Maillard.

La cromatografia de liquidos (HPLC) se ha utilizado para caracterizar la prote6lisis en
quesos mediante la evaluacion de los perfiles de caseinas y de péptidos a partir de diferentes

fracciones nitrogenadas obtenidas por precipitacion selectiva.

Para discriminar quesos Emmental en funcion de la region de produccién, Pillonel et al.
(2003a) utilizaron la concentracion de los aminodacidos libres asparagina, glicina, licina,
fenilalanina y prolina, asi como las fracciones caseicas oy y la codificada como X3. Hynes et al.
(2003) discriminaron entre quesos Reggianito Argentino con diferentes grados de maduracion
mediante el perfil de péptidos de la fraccion de nitrégeno soluble en agua, idenpendientemente de

las cepas utilizadas

2.4 Métodos estadisticos utilizados en la discriminacion de productos
Los métodos estadisticos multivariados han cobrado gran importancia en la discriminacion

o diferenciacion de productos ya que permiten extraer informacion importante de grandes bases

de datos.

El uso de estas técnicas para evaluar el proceso de maduracion de quesos ha sido reportada
en la literatura. Karoui et al. (2003) revisaron diferentes herramientas quimiométricas que pueden
ser utilizadas para analizar datos espectroscopicos y correlacionarlos con informacion quimica,

fisica o con otra informacion espectral para extraer informacion prominente cerca de la estructura
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molecular de las proteinas y grasas de quesos. Coker et al. (2005) hicieron una revision de los
métodos quimiométricos (PCA, MLR, PLS, etc.) con el objetivo de predecir la madurez de los
quesos a partir de datos de la proteolisis, concluyendo que no existe una mejor combinacion entre

métodos analiticos y estadisticos que pueda ser recomendada para cada situacion.

A continuacion se presentan algunos de los métodos estadisticos multivariados mas
utilizados para el tratamiento de los datos obtenidos via analitica, y que son mas utilizados en la

diferenciacion o discriminacion de productos lacteos

2.4.1 Analisis de Componentes Principales (ACP)
Utilizando la Regresion por Componentes Principales (RPC) de los espectros de infrarrojo

medio, Luinge et al. (1993) obtuvieron un modelo para la determinacion en linea del contenido

de grasa, proteina y lactosa en leche.

Dufour et al. (2000) describieron el uso el ACP de la region 3000-2780 cm™ de los
espectros infrarrojo de quesos para evaluar cambios durante la maduracion en la cristalizacion de
triglicéridos. Por otro lado, Mazerolles et al., (2001) utilizando el mismo método estadistico,
identificaron bandas especificas en las zonas Amida I (1650 y 1620 cm™) y Amida II (1580, 1560
y 1555 cm™) que permitieron discriminar entre diferentes estados de maduracion de quesos
semiduros. Posteriormente, Karoui et al. (2006¢) aplicaron el ACP a los espectros MIR (3000-
900 cm™) y VIS-NIR (315-1700 nm) de quesos blandos para discriminar entre sus procesos de
elaboracion y zonas de muestreo. El mejor modelo lo obtuvieron concatenando los espectros de
las dos regiones del infrarrojo, lo que permiti6 la clasificacion correcta del 90,7 % y 80,6 % de

las muestras de calibracion y validacion respectivamente.

Hynes et al. (2003) aplicaron el ACP a los perfiles de péptidos solubles en agua de quesos

Reggianito Argentino, agrupando las muestras en funcion del tiempo de maduracion.

2.4.2 Minimos Cuadrados Parciales (PLS)
El método de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) ha sido utilizado para determinar la

concentracion de diferentes componentes en leche, asi como para predecir diferentes parametros

de autenticidad, como es el grado de maduracion en quesos.
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Esta técnica estadistica ha sido utilizada para la cuantificacion de diferentes parametros
composicionales en leche a partir de sus espectros de infrarrojo. Van de Voort et al. (1992)
aplicando PLS a los espectros completos de infrarrojo, desarrollaron un modelo para cuantificar
solidos totales, grasa, proteina y lactosa. Luinge et al. (1993) desarrollaron un modelo PLS para
determinar el contenido de grasa, proteina y lactosa a partir de la absorbancia de bandas
especificas de los espectros de infrarrojo medio con un error de estimacion del 0,027 % y del

0,024 % para los modelos de calibracion y validacion.

Poveda et al. (2004b) mostraron mediante PLS, que el pH, la a,, y la materia seca son las
variables mas importantes para predecir el tiempo de maduracion en quesos Manchego. Para
quesos comerciales madurados hasta por 150 dias, el error de prediccion obtenido fue de 11,9
dias. Usando las mismas variables y fracciones nitrogenadas con un modelo PLS, Garcia Ruiz et
al., (1998) predijeron el tiempo de maduracion en quesos Manchego madurados entre 60 y 150
dias con un error de 10,3 dias. Omar et al. (1999) mostraron que la concentracion de Aac.
Glutdmico, lisina y 4c. aspartico son buenos indicadores en la determinacion del tiempo de
maduracion en queso Kariesh. Los mejores resultados para diferenciar la edad de queso
Ragusano fue obtenida por una combinacion de los datos analiticos de los cromatogramas de

péptidos y aminoacidos con una regresion PLS (Fallico et al., 2004).

Esta técnica ha sido utilizada también para predecir diferentes parametros fisicoquimicos a
partir de datos espectrales. Skeie et al. (2006) desarrollaron buenos modelos para predecir la
concentracion de aminoacidos libres seleccionados a partir de espectros de infrarrojo cercano
(NIR) de quesos noruegos. El contenido de nitrégeno no proteico (NNP) y nitrogeno soluble en
agua (WSN) asi como el pH han sido predichos con una buena precision a partir de los espectros
de infrarrojo medio (MIR) en quesos Emmental europeos producidos durante el verano (Karoui et
al., 2006¢) y durante el invierno (Karoui et al., 2006d). Los contenidos de grasa y nitrogeno total
(NT) fueron estimados con una menor precision pero los resultados se mejoran utilizando los

espectros NIR (Karoui et al., 2006a).

En la revision bibliografica mostrada anteriormente se puede observar que existe una

vaiedad de métodos analiticos y estadisticos que han sido empeados para discriminar la leche y
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quesos en funcion de diferentes criterios como su region de origen, edad, temporada de
elaboracion entre otros, mediante la utilizacion de diferentes parametros que marcan las
diferencias entre ellos, tales como el cambio en las bandas espectrales, la concentraciéon de

compuestos diferentes compuestos (acidos grasos, aminoacidos, fracciones nitrogenadas, etc.),

entre otros.
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Segunda secci(:)n
MATERIALES Y METODOS
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Capitulo 3. Leche

El establecimiento de metodologias para determinar la autenticidad de los alimentos en
general y de la leche y productos lacteos en particular, requiere de la identificacion de los
parametros de que permiten discriminar entre €stos en funcion de criterios establecidos para

dicha discriminacion.

En la presente seccion, dividido en tres capitulos, se presenta el trabajo experimental
realizado con la finalidad de identificar los parametros que permitan discriminar la leche de
productos similares, asi como para discriminar los quesos Camembert y Emmental en funcion de

su estado de maduracion.

El trabajo experimental con leche se llevo a cabo en dos etapas. La primera etapa consistio
en la seleccion y montaje de metodologias analiticas que permitieran discriminar entre leche y
productos lacteos, para lo cual se utilizdo como sujeto de estudio muestras de leche y productos

similares con diferencias en su composicion.

De las metodologias rapidas reportadas en la blibliografia por su utilizaciéon en la
discriminacion de alimentos, se selecciond la técnica de espectroscopia de infrarrojo. Los
resutados obtenidos fueron comparados con un método de referencia, para lo cual se eligi6 la
determinacion del perfil de acidos grasos especificada en la NOM-155-SCFI-2003 para la

caracterizacion de la grasa de leche.

En la segunda etapa, de las metodologias implementadas en la primera etapa, se eligieron
las que presentaron mejores resultados y se utilizaron para discriminar entre muestras de leche

autenticas y muestras adulteradas intencionalmente con grasas exdgenas.

3.1 Muestras

3.1.1 Leche y productos similares
Las muestras de leche y productos similares utilizadas fueron adquiridas en mercados

locales. En total se utilizaron 21 productos diferentes sometidos a ultra pasteurizacion (UHT) en

presentacion de 1 L. Se adquirieron 2 unidades de un mismo lote por marca y tipo.
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Al momento de seleccion de los productos (diciembre de 2002), en el mercado mexicano se
comercializaban so6lo leches y férmulas lacteas. Las marcas seleccionadas fueron las marcas

lideres que se encontraban en el mercado local al momento de la adquisicion.

En la seleccion de los productos se consideraron diferentes criterios vigentes en esa época.
Deacuerdo con las denominaciones aceptadas en la NMX-026-1997-SCFI (1997), se adquirieron
productos etiquetados como leche y férmula lactea con diferencias composicionales en el

contenido de grasa y de carbohidratos (Tabla 3.1).

En funcién del contenido de grasa, se seleccionaron 7 productos con una concentracion >30
-1 <7 ros -1 I -1
g L~ (enteras), 10 con una concentracion maxima de 28 g L~ y minima de 6 g L

. ., , . -1
(semidescremadas) y 4 muestras con una concentracion maxima de 4 g L™ (descremadas).

En funcién del contenido de lactosa, se seleccionaron 16 muestras con lactosa u otro
_ ., . -1 . -1
carbohidrato con una concentracion maxima de 50 g L y minima de 43 g L™ ; y 5 muestras con

una concentracion maxima de lactosa de 8,5 g L' (deslactosadas).

De acuerdo con la informacion declarada en la etiqueta correspondiente a los criterios de la
NMX-026-1997-SCFI (1997), 16 muestras correspondieron a leche (L) y 5 a féormulas lacteas
(FL).

En la época de adquisicion de las muestras, se publico el PROY-NOM-155-SCFI-2001
(2002), que dio origen a la NOM-155-SCFI-2003 (2003). Con la finalidad de verificar la
pertinencia de las técnicas para discriminar la leche y productos similares bajo los nuevos
criterios de la normatividad, las muestras fueron reclasificadas. Segin los criterios de
denominacion de la (NOM-155-SCFI-2003, 2003) y los ingredientes declarados en la etiqueta, 16
muestras fueron clasificadas como leche (L), 4 como producto lacteo combinado (PLC) y 1 como

formula lactea (FL).

Las muestras fueron almacenadas bajo temperatura controlada a 18 °C hasta el momento
del analisis. Cada muestra fue analizada y/o procesada el dia de su apertura con la finalidad de
evitar cambios en el producto a lo largo del tiempo. El orden de las muestras para el analisis se

establecid de forma totalmente aleatorizada.
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Tabla 3.1. Clasificacion de las muestras de productos comerciales utilizados en la discriminacion.

CLASIFICACION SEGUN
MARCA | CARACTERISTICAS DE COMPOSICION CLAVE
GRASA® | LACTOSA® | ETIQ.* | NOM &
A Suero de leche, fructosa, aceite de canola, SD .- FL PLC A
caseinato de sodio
B Leche descremada en polvo, grasa vegetal, E FL PLC B1
proteina concentrada de suero
E N FL PLC B2
C Leche entera, leche descremada en polvo,
grasa butirica, proteina concentrada de E N FL FL C
suero
D Leche descremada en polvo, suero de leche
en polvo, grasa vegetal, glucosa, SD N FL PLC D
concentrado de proteina de leche
E Leche parcialmente descremada N L L E
F Leche N L L F1
SD N L L F2
N L L F3
G Leche de vaca D N L L Gl
SD N L L G2
E N L L G3
H Leche parcialmente descremada, mezcla de SD N L L H1
aceites vegetales (canola, maiz o girasol)
SD N L L H2
I Leche parcialmente descremada SD N L L I
J Leche fresca, lactasa E DL L L J1
SD DL L L 2
K Leche de vaca, enzima lactasa SD DL L L K1
D DL L L K2
DL L L K3
L Leche fresca SD N L L L

* Grasa: E: Entera, SD: Semidescremada y D: Descremada
® Lactosa: N: Normal, DL: Deslactosada
*Etiqueta: L: Leche, FL: Formula Léactea
£NOM-155-SCFI-2003 (2003): L: leche, FL: Férmula Lactea, PLC: Producto Lacteo Combinado
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3.1.2 Adulteracion con grasa exogena
Las muestras correspondieron a leche de vaca UHT con un contenido en grasa de 0 g L™

declarado en la etiqueta, adicionadas con grasa nativa de leche o de mezclas de ésta con grasas

exdgenas.

La leche utilizada correspondi6 a 24 unidades en presentacion de 1 L pertenecientes a un
solo lote adquiridas en el comercio. Estas fueron almacenadas a temperatura controlada de 18 °C

hasta el momento del analisis.

En el disefio experimental para la adulteracion se utilizaron 1 grasa nativa de leche y 4
grasas exogenas con 5 niveles de concentracion y 3 repeticiones. La grasa nativa (MGT) con un
contenido total de grasa del 42 %, se obtuvo a nivel industrial a partir de un solo lote de leche por
desnatado antes de la pasteurizacion. Las grasas exogenas utilizadas fueron aceite de coco
(MGA), aceite de soya (MGB), aceite de canola (MGC) y grasa butirica (MGD). Los niveles de
adulteracion correspondieron a 0 %, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % p/p respecto a la grasa total
(niveles 0 al 4).

Las mezclas lipidicas fueron preparadas adicionando la grasa exdgena a la nativa para
alcanzar la proporcion correspondiente al nivel de adulteracion, fueron fundidas a 30 °C en bafio
de agua para lograr una correcta homogeneizacion. Una vez homogeneizadas se almacenaron en

frascos ambar a -20 °C hasta su utilizacion.

Cada dia se abrid una nueva unidad de leche, se tomaron alicuotas de 50 mL que fueron
adicionadas con 30 g L de la mezcla de grasa en un orden totalmente aleatorizado. La
incorporacion de la grasa en la leche se realizd con ayuda de un homogeneizador escala

laboratorio (fabricado en el CIATEJ) y fueron analizadas inmediatamente.

3.2 Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

Las muestras de leche y productos similares fueron analizadas por espectroscopia de
infrarrojo trasformadas de Fourier (FTIR) en las regiones de infrarrojo medio (MIR) y de
infrarrojo cercano (NIR). Para cada muestra se obtuvieron 5 espectros (n=5) en cada region

espectral. El orden de lectura fue el mismo para las dos regiones y correspondi6 al orden aleatorio
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establecido para la apertura o preparacion de las muestras. Las lecturas de las réplicas de los

espectros se tomaron de forma consecutiva.

3.2.1 Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo Medio (MIR)
Para el andlisis por espectroscopia de infrarrojo medio (MIR), los espectros fueron

adquiridos en la region 4000-400 cm™ utilizando un espectrometro Magna Protegé 460 (Nicolet
Instrument Co., Madison, USA) equipado con un detector DTGS-KBr (sulfato de triglicina
deuterada-bromuro de potasio) y un accesorio de Reflactancia Total Atenuada horizontal (ATR)
de ZnSe (45° y 12 reflexiones). La adquisicion se realizé utilizando el operador de datos Omnic

V. 3.1a.

Las muestras fueron colocadas directamente en la cubeta del ATR y fueron cubiertas con la
tapa propia del ATR para evitar su evaporacion. Para cada espectro se tomaron un total de 200
barridos con una resolucion de 4 cm™ (espaciado de datos 1,928 cm™) y les fue substraido el
espectro de agua destilada. Se utilizo la apodizacion Happ-Gentzel sin correccion. Los espectros

asi obtenidos fueron utilizados directamente para los analisis estadisticos.

3.2.2 Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIR)
Para el andlisis por espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR), los espectros fueron

adquiridos en la region 10 000-4 000 cm™ con un espectrometro Avatar 360N (Nicolet
Instrument Co.) equipado con un detector InGaAs (Indio Galio Arsénico) y un accesorio de
Reflactancia Total Atenuada horizontal (ATR) de ZnSe (45° y 12 reflexiones). La adquisicion se

realizé utilizando el operador de datos Omnic v. E.S.P. 5.2a.

Las muestras fueron colocadas directamente en la cubeta del ATR y fueron cubiertas con la
tapa propia del ATR para evitar su evaporacion. Para cada espectro se tomaron un total de 200
barridos con una resolucion de 4 cm™ (espaciado de datos 1,928 cm™) y les fue substraido el
espectro de agua destilada. Se utilizd la apodizacion Happ-Gentzel y correccion Mertz. Los
espectros asi obtenidos no fueron sometidos a correccion alguna antes de realizar los analisis

estadisticos correspondientes.
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3.3 Extraccion y purificacion de la grasa

El método descrito por Folch et al. (1957) con modificaciones fue utilizado para extraer la
grasa de las muestras de leche y productos similares asi como para purificar las mezclas lipidicas.
A una alicuota de 10 mL de leche o de 10 g de la mezcla lipidica se le adicionaron 5 mL de
cloroformo HPLC (Caledon, Georgestown, Canada), 10 mL de metanol HPLC (Analytyka,
Monterrey, México) y 0,05 mL de una solucion de MgCl, (Merck, Darmstadt, Alemania) al 20 %
p/v.

Después de agitar la mezcla 5 min con un agitador vortex, se afiadieron 5 mL de
cloroformo y se agit6 nuevamente durante 2 min. Se afiadié agua destilada hasta completar un
contenido total de agua de 9,0 mL incluyendo el agua de la muestra, agitindolo nuevamente
durante 0,5 min. El extracto fue filtrado a través de papel filtro Whatman No. 40, seguido de una

centrifugacion a 1 500 rpm durante 5 min y se elimin6 la capa superior acuosa.

A la capa de cloroformo se le afadi6 10 mL de una solucién de NaCl (J.T. Baker, Xalostoc,
Meéxico) al 0,1 % p/v y se mezcld suavemente. Después de centrifugacion por 5 min a 1 500 rpm,
la capa acuosa superior fue eliminada. La capa inferior fue deshidratada con Na,SO, anhidro

(Mallinckrodt, Paris, USA) y colocado en un tubo seco.

El cloroformo fue evaporado en baiio de vapor, cualquier residuo de éste fue eliminado
colocando el tubo en una estufa a 100 °C durante 5 min. La grasa asi obtenida fue colocada en

frascos ambar y almacenada a -20 °C hasta su andlisis por cromatografia de gases (CG).

3.4 Perfil de acidos grasos

Los metil ésteres de acidos grasos (FAMES) de las muestras de grasa purificada fueron
obtenidos por transesterificacion con metdxido de sodio. A 50 mg de grasa purificada se le
agregaron 0,90 mL de éter de petrdleo (Caledon) y 0,10 mL de solucién 0,5 N de metoxido de
sodio en metanol (Aldrich, St. Louis Missouri, USA). Después de una agitacion de 5 s con un
agitador vortex, la muestra se dejo reposar durante 5 min. La capa superior conteniendo los

FAMES fue analizada directamente por cromatografia de gases (CG).
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Para la cuantificacion, los FAMES fueron separados con una columna HP-23 (50%
cianopropil, 50% metil polixilosano) de 60 m x 250 um x 0,25 um (Hewlett Packard, Palo Alto,
USA) colocada en un cromatografo de gases (Hewlett Packard 6890) equipado con un detector de
ionizacion de flama (FID) y un muestreador automatico (HP 6890 Series). En el inyector a 250
°C y con una relacion split 300:1, se inyectaron 0,5 pL de muestra. Se utilizo He como gas
acarreador con un programa de flujo. El flujo inicial fue establecido a 1,40 mL min™' durante 20
min, descendiendo entonces fue diminuido con un gradiente de 0,80 mL (min®)" hasta 0,60 mL
min” y mantenido asi durante 10 min. En seguida fue incrementado hasta 1,2 mL min™' con un

gradiente de 0,80 mL (min®)" donde se mantuvo hasta el final del analisis.

La temperatura de la columna se establecid a 40 °C manteniéndose durante 5 min después
de la inyeccién. Entonces se incrementé a una velocidad de 25 °C min™' hasta 180 °C. Después de
30 min se incremento hasta 250 °C a una velocidad de 5 °C min™ manteniéndose hasta el final del

analisis.

La cuantificacion de los FAMES se realizo por estandarizacion externa. Se calibraron 35
metil ésteres de acidos grasos (Tabla A.1 del Anexo A) utilizando estandares de referencia con
una pureza minima de 97,6 % (Supelco, Bellefonte, USA) y 8 niveles de concentracién en una
gama desde 0,04 mg mL™" hasta 35,5 mg mL™". La correlacién minima obtenida para todos los
compuestos fue R > 0,999 con excepcion de los acidos elaidico (R = 0,997), nervonico R =
0,9951) y eicosapentaenoico (R = 0,995). La cuantificacion de los FAMES no incluidos en la
calibracién se realizd utilizando la calibracion del acido graso con el peso molecular mas

proximo a éste.

Una vez obtenida la concentracion individual de los acidos se calculd la proporcion
porcentual de éstos en la muestra, con la finalidad de eliminar posibles variaciones debidas al

analisis cromatografico.

La identificacion de los FAMES no calibrados se realizé por medio de espectrometria de
masas (MS). Los compuestos fueron separados en la misma columna utilizada para la
cuantificacion, colocada en un cromatografo de gases 5890 Series II (Hewlett Packard) acoplado
a un detector selectivo de masas (HP 5972) y equipado con un muestreador automatico (HP

7673). En el inyector a 250 °C y con una relacion de split 1:1, se inyectaron 0,5 pL de muestra.
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Se utiliz6 He como gas acarreador con un flujo de 0,7 mL min™. La temperatura de la columna

fue la misma utilizada para la cuantificacion.

Los cromatogramas de iones totales fueron adquiridos en modo de impacto de electron (EI)
a 70 eV, con una velocidad de rastreo de 1,6 barridos s y un rango de masas de 30-350 uma. La

identificacion se realizé por comparacion con la biblioteca Wiley 275.

3.5 Analisis estadisticos

Analisis de componentes pincipales

El Analisis de Componentes Principales (ACP) fue aplicado a los perfiles de FAMES con la
finalidad de evaluar las diferencias entre muestras de leche y productos similares, asi como entre

leches autenticas o adulteradas con grasas exdgenas.

El ACP hace posible obtener una vision general de la informacion de los perfiles de
composicion completos reemplazando las variables originales por algunas nuevas variables
llamadas Componentes Principales (CP). Los CP contienen casi toda la informaciéon y son

ortogonales entre ellos.

Analisis de discriminante de perfiles espectrales

El analisis discriminante se aplico separadamente a los grupos de espectros de infrarrojo de
leche y productos similares en las regiones del medio (3000-950 cm™) y cercano (10000-4000
em’), y para el grupo de espectros de infrarrojo medio de las leches adulteradas

intencionalmente.

Los espectros fueron analizados directamente sin correccion. Para cada region del infrarrojo
se obtuvieron dos modelos discriminantes, segun la informacion de la etiqueta y segun los
criterios de la NOM-155-SCFI-2003 (2003). Los analisis estadisticos se realzaron utilizando el
programa TURBOQUANT v.1.0.0.10 (Nicolet Instrument Co.).

Analisis de discriminante general

El Anadlisis Discriminante General (ADG) se aplico a los perfiles de FAMES con la

finalidad de evaluar el potencial de los perfiles de éstos compuestos para discriminar entre
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muestras de leche y productos similares, asi como entre leches adulteradas o no con grasa
exogena. Para la construccion de los modelos discriminantes se utilizo el programa STATISTICA
version 6 (StatSoft, Francia). El ADG es una técnica estadistica que permite generar reglas
discriminantes con la finalidad de clasificar las unidades experimentales en dos o mas
poblaciones definidas de manera tinica. Mediante la seleccion de un subconjunto de variables
medidas no correlacionadas que permitan alcanzar una discriminacidon exitosa, éste andlisis
permite reducir el nimero de variables iniciales. Su objetivo es poder predecir la pertenencia de

un individuo a una clase particular en base a un conjunto de variables predictoras.

La discriminacion entre las muestras de leche y productos similares se realizé tomado como
criterios de clasificacion la informacion declarada en la etiqueta y los criterios de la NOM-155-
SCFI-2003 (Tabla 3.1). La coleccion de datos fue dividida en 2 grupos, un grupo de calibracion
(11 muestras) y un grupo de validacion cruzada (10 muestras). La validacion cruzada permite
evaluar el desempefio del método, produciendo estimaciones de la probabilidad de una

clasificacion erronea.

La discriminacién entre muestras adulteradas con grasas exogenas se realizo utilizando
como criterios la presencia de adulteracion (Autenticidad) y los niveles de adulteracion. Ambos
criterios fueron evaluados para cada grasa adulterante de forma individual y para el conjunto de
¢éstas. Las colecciones de datos fueron divididas en dos grupos, uno de calibracion y uno de
validacion cruzada. Para los grupos de calibracion se separaron 8 muestras para MGA, 6
muestras para MGB, 7 muestras para MGC, 8 muestras para MGD y 25 muestras para el global.
Los grupos de validacion cruzada estuvieron formados por 7 muestras para MGA, 6 muestras

para MGB, 7 muestras para MGC, 7 muestras para MGD y 22 muestras para el global.

Con la finalidad de disminuir el tamafio del modelo y evitar un problema de sobre ajuste, se
realizd una seleccion de los compuestos discriminantes mas significativos utilizando los métodos
de seleccion ascendente o descendente (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) segun el modelo. Este
proceso de seleccion esta basado en la evaluacion de una hipdtesis de medias iguales de los
grupos para cada variable candidata a discriminadora. Las variables seleccionadas son aquellas

cuyo valor de F es significativo (p<0,05).

Las distancias Mahalanobis al cuadrado y su nivel de significancia (p<0,05) fueron

calculados para cada uno de los grupos de datos La distancia Mahalanobis es la distancia
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estadistica entre dos puntos y toma en consideracion las varianzas y covarianzas de las variables

medidas y esta definida por (Ecuacion 3.1):

C (e (xe-xe) 20(X-X ) Xe- o)
2 2 + 2 +
-r S S, S S,

MDD, = 1 (3.1)

Donde X; y X, son variables, i y k son observaciones, §, y §,son respectivamente las varianzas

de las variables 1 y 2, r es el coeficiente de correlacion entre las dos variables.
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Capitulo 4. Queso Camembert

4.1 Produccion de muestras y maduracion

Las muestras de queso utilizadas provinieron de dos lotes experimentales de quesos blandos
madurados por hongos superficiales, elaborados a escala piloto en la Unidad Mixta de
Investigacion de Ingenieria y Microbiologia de Procesos Agroalimentarios (UMR-GMPA por sus
siglas en Francés, Thiverval-Grignon, Francia). Los quesos fueron elaborados bajo condiciones
asépticas utilizando la tecnologia industrial para la produccion de queso Camembert descrita por
Leclercq-Perlat et al. (2004) cuya metodologia se describe en el Anexo A.1. La leche utilizada en
su fabricacion fue obtenida de la granja experimental del Instituto Nacional Agrondémico Paris-

Grignon (INA-PG por sus siglas en Francés, Thiverval-Grignon, Francia).

Después del proceso de salado (dia 1), los quesos fueron transferidos a una camara de
maduracion de 2 m’ previamente esterilizada con 4cido peracético (SEPPIC, Paris, Francia).
Inicialmente fueron mantenidos a 13 °C + 1 °C y una humedad relativa del 85 % + 2 % (HR)
durante 24 h. A partir del segundo dia (escrito d2) la humedad se increment6 hasta el 95 % + 2 %
HR que fue mantenida hasta d15. En d15 los quesos fueron embalados y dejados a madurar a 4

°C y humedad desconocida hasta d27.

4.2 Muestreo

Para cada uno de los lotes experimentales, diariamente se removié un queso completo de la
camara de maduracion entre d1 y d10. Posteriormente, se retird un queso completo por dia en los

dias d13, d15,d17, d20 y d27.

Antes de realizar los analisis, los quesos muestreados fueron seccionados segun el método
de Le Graét y Bralé (1988) descrito por Leclercq-Perlat et al. (2004). De la superficie del queso
se separ0 la corteza de 3 mm que fue desechada. Los cuerpos de los quesos fueron rebanados
horizontalmente para obtener dos secciones. El corazon (C) correspondio a la parte central de 8

mm de espesor y la subcorteza (SC) fue la seccion entre la corteza y el corazon (Figura 4.1).
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Cortez

Corazon (C)

Subcorteza (SC)

Figura 4.1. Esquema del seccionamiento de los quesos Camembert.

Las dos secciones obtenidas en cada punto de muestreo fueron analizadas por métodos
fisicoquimicos y por espectroscopia de infrarrojo medio (FTIR). Adicionalmente fueron

fraccionadas separadamente.

4.3 Analisis fisicoquimicos
En las muestras de la subcorteza se determinaron el pH, la materia seca (MS), la lactosa, el

acido lactico segun la metodologia descrita por Leclercq-Perlat et al. (1999), mientras que, para
las fracciones nitrogenadas como Nitrogeno Soluble en Acido (NSA), Nitrégeno no Proteico
(NNP), amoniaco (NH,") y Nitrogeno Total (NT) se utilizo la metodologia descrita por Leclercq-
Perlat et al. (2000). La lactosa y el acido lactico fueron determinadas adicionalmente en las
muestras de corazon. La descripcion detallada de las metodologias se muestra en el Anexo A

(Secciones A.1-A.3).

4.4 Fraccionamiento para analisis espectroscopico

Los métodos de fraccionamiento para las muestras a ser analizadas por espectroscopia de
infrarrojo medio (FTIR) fueron seleccionados entre aquellos descritos por Christensen et al.
(1991) teniendo como criterio aquellos métodos que no ocultaran la sefial propia de las muestra.
Para la disolucion de las muestras se utilizdé el método de Kuchroo y Fox (1982) con algunas

modificaciones.
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Se tomaron 10 g de la muestra de queso y se dispersaron en 10 mL de agua desionizada con
un homogeneizador Polytron PT 2100 (Polytron, Kinematica AG, Switzerland) durante 5 min. El
homogeneizado obtenido se incubd en un bafio Maria a 40 °C durante 1 h seguido de una segunda
homogeneizacion con el procedimiento descrito arriba. Después de centrifugar la suspension
obtenida durante 30 min a 4 °C y 3 000 G, la capa superior de grasa solidificada (NPF) fue
removida y conservada a -20 °C hasta su purificacion. Las dos capas inferiores fueron re-

homogeneizadas y la suspension desgrasada (DCS) fue conservada a -20 °C.

Una alicuota de 1 mL de DCS fue diluida en proporcion 1:2 v/v con agua desionizada y
posteriormente fue ajustada a 4,6 £ 0,05 con HCI IN. Después de centrifugacion por 30 min a 4
°C y 3 000 G, el precipitado de caseinas (CN) fue separado y mantenido a -20 °C. El
sobrenadante correspondiente al NSA fue filtrado a través de papel filtro Whatman No. 42 y

mantenido a -20 °C.

La fraccion NSA fue a su vez fraccionada por precipitacion con etanol. A una alicuota de
10 mL se le adicion6 etanol absoluto (Carlo Erba Reactifs SA, France) hasta alcanzar una
concentracion de 70% de etanol (v/v) y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 h.
Después durante 30 min a 4 °C y 3 000 G. El sobrenadante (NS-EtOH) fue separado del
precipitado (NI-EtOH) y se conservé a 20 °C. Con la finalidad de incrementar la concentracion,
10 mL de NS-EtOH fueron concentrados a 40 °C mediante una corriente de nitrdgeno gas hasta

un volumen final de 3 mL.

El total del precipitado de NI-EtOH fue disuelto en 2 mL de una solucién tampon 50 mM
(pH 7,5) Tris-HCl (Tris-(hidroximetil)-aminomethano) conteniendo 1 mM EDTA (Acido
Etilendiamino-Tetracético) (Prolabo). Después de la adicion del tampon, las muestras se dejaron

a temperatura ambiente por 1 h agitandolas con vortex cada 15 min y fueron colocadas a -20 °C.

Para la purificacion de la grasa se utiliz6 la metodologia descrita por Anderson et al. (1974)
con algunas modificaciones. Al total de NPF recuperada el primer paso del fraccionamiento fue
colocado en un tubo de centrifuga y se le adicionaron 5 mL de agua desionizada y se incubaron
en un bafio Maria a 40 °C durante una hora seguidos de una centrifugacion a 4 °C durante 30 min
a 3 500 rpm. La capa solida en la superficie correspondiente a la grasa purificada (PF) fue

recuperada y mantenida a -20 °C.
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4.5 Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo Medio (FTIR)

Segmentos de 7 cm x 1 cm x 0,5 cm de las muestras de queso, la PF, la CN y las soluciones
DCS, NSA, NS-EtOH y NI-EtOH fueron analizadas por espectroscopia de infrarrojo medio con
transformadas de Fourier (FTIR).

Los espectros de las muestras fueron adquiridos en la regién 4 000-400 cm™ con un
espectrometro Magna IR-750 (Thermo Electron, Francia) equipado un detector DTGS (sulfato de
triglicina deuterada) y un accesorio de Reflactancia Total Atenuada horizontal (ATR) de ZnSe

(45°y 12 reflexiones).

Las rebanadas de queso, PF y CN, fueron colocadas en la cubeta del ATR y fueron
cubiertas con la tapa del ATR sin ninguna presion suplementaria. Las otras fracciones
nitrogenadas fueron analizadas directamente sin evaporacion del agua. Después de colocar las
muestras en el ATR se dejaron estabilizar durante 5 min antes del andlisis. Para cada espectro se
tomaron un total de 32 barridos con una resolucion de 4 cm™ (espaciado de datos 1,928 cm™) y
les fue substraido el espectro del cristal del ATR. Se utilizé la apodizacion Happ-Gentzel sin
correccion. Para verificar la consistencia de las mediciones espectroscopicas a lo largo del tiempo

se utilizo el programa Val Q (Thermo Nicolet, Francia).

Una vez obtenidos, cada uno de los espectros de las muestras le fue substraido el espectro
del agua, con la finalidad de eliminar la fuerte absorcion que este compuesto presenta en la region
de andlisis, y se corrigio el desplazamiento de la linea base debido al ATR. Ambas operaciones se
realizaron utilizando el programa OMNIC 4.1a software (Thermo Electron, Francia). Para la
substraccion del espectro de agua se tom6 como referencia la metodologia descrita por Powell et
al. (1986) y Dousseau et al. (1989). Debido a que en las muestras de queso existe un pico en la
region 1800-1700 cm™, solo el 4rea entre 2 300 cm™ y 1900 cm™ fue considerada para calcular el
factor de substraccion. La correccion de la linea base se realizo de forma manual en 6 puntos del

espectro, a 3000 cm™, 2850 cm™, 1800 cm™, 1700 cm™, 1490 cm™ y 950 cm™.

4.6 Analisis estadisticos

Con la finalidad de eliminar el efecto de posibles variaciones del contenido de MS a lo

largo de la maduracion, antes de realizar los analisis estadisticos, los espectros completos
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corregidos de los quesos, PF y DCS fueron normalizados dividiendo cada valor de absorbancia
entre la suma de todos los valores del espectro (Bertrand, 2000). Todos los analisis estadisticos se

realizaron utilizando el programa STATISTICA version 6 (StatSoft, Francia).

Analisis de correlacion

El analisis de correlacion fue realizado con la finalidad de evaluar la relacion entre los

diferentes parametros fisicoquimicos evaluados (p<0,05).

Analisis de varianza

El analisis de Varianza (ANOVA) fue realizado para cada grupo de espectros de los quesos
asi como para cada una de las diferentes fracciones obtenidas con la finalidad de identificar las
bandas que mostraban cambios de absorbancia significativos durante la maduracion (p<0,05). La
prueba de la minima varianza significativa de Fisher (LSD) se realiz6 para cada variable
significativa y sus intervalos de confianza fueron calculados usando la media cuadrada del error

de cada ANOVA.

Analisis de componentes principales

El Analisis de Componentes Principales (ACP) fue aplicado a los resultados fisicoquimicos
y a los grupos espectrales separadamente con la finalidad de evaluar su evolucion a lo largo de la

maduracion de forma independiente.

En el caso de los grupos espectrales, el ACP fue aplicado a los mismos grupos analizados
por ANOVA con la finalidad de evaluar la evolucion espectral global durante la maduracion y no

so6lo la de algunas bandas seleccionadas.

El ACP hace posible obtener una vision general de la informacion de los espectros
completos reemplazando las variables originales por algunas nuevas variables llamadas
Componentes Principales (CP). Los CP contienen casi toda la informaciéon y son ortogonales

entre ellos.

Regresion por minimos cuadrados parciales
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Se realizaron dos analisis de Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS), el primero
se utilizd para predecir el tiempo de maduracion y el segundo para establecer los modelos de
regresion entre los datos fisicoquimicos y espectroscopicos. La PLS es una técnica de compresion
de datos que provee buenas correlaciones en casos de colinearidad como es el caso de los datos
espectrales. Esta maximiza la covarianza entre valores PLS sucesivos y las variantes aleatorias.
Una de las cuestiones mas importantes en la regresion PLS es determinar el tamafio del modelo

para describir la fuente importante de variacion pero sin ajustarlo en exceso

En el primer analisis, se utilizaron los conjuntos de datos espectrales de las secciones
corazén y la subcorteza de los quesos. El tiempo de maduracion fue calculado tomando en
consideracion el dia de muestreo y el espectro FTIR obtenido para cada muestra. Los espectros
de las muestras fueron divididos en dos grupos, un grupo de calibracion (17 muestras) y un grupo

para validacion cruzada (8 muestras).

En el segundo analisis, se utilizaron los datos espectrales de la subcorteza en conjunto con
los resultados fisicoquimicos obtenidos para la misma secciéon. Entonces, los valores
fisicoquimicos fueron divididos en un grupo de calibracién y uno de validacion cruzada. Para el
grupo de validacion se tomaron 17 muestras para pH, MS, NSA, NNP y NH," y 33 muestras para
lactosa y acido lactico. Para el grupo de validacion cruzada se tomaron 8 muestras para pH, MS,

NSA, NNP y NH;" y 16 muestras para lactosa y acido lactico.

El niimero de factores para la calibraciéon PLS fue determinado usando el valor minimo de
la Suma de Cuadrados del Error Residual de Prediccion (PRESS). La calidad de los modelos de
regresion fue evaluada por el coeficiente de determinacion (R?), el SEC (Error Estandar de
Calibracion) y el RMSECV (Raiz de la Media Cuadrada del Error de la Validaciéon Cruzada)

definidos como (Ecuaciones 4.1 y 4.2):

T .
SEC :\/mZ(yi -Y) (4.1)

i=1

A\

RMSECV = \/%Zn](yi -y 4.2)

i=1
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donde Y es el valor medido en las unidades de cada parametro y en dias de maduracion,
I

aY . . . 7 4
y el valor predicho en las mismas unidades, n es el nimero de muestras y k el nimero de
I

factores PLS.

, 2 . .., . 2
Seguin el valor de R”, el modelo es considerado como bueno para prediccion si R es
. , .. . . . . 2 ,
superior a 0,81 y como adecuado so6lo para predicciones cuantitativas aproximadas si R” estd

entre 0,66 y 0,81 (Karoui et al., 2006b).

El cociente de la Desviacion Estandar de Prediccion (RPD) fue calculado dividiendo la
Desviacion Estandar (SD) en el grupo de datos entre los resultados SEC y RMSECYV,
respectivamente. Mouazen et al. (2005) reporta que un cociente superior a 2 indica una Buena

calibracion mientras que un cociente inferior a 1,5 indica predicciones incorrectas.
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Capitulo 5. Queso Emmental

5.1 Produccion de muestras y maduracion

Las muestras de queso utilizadas correspondieron a quesos Emmental experimentales
elaborados en el Instituto Técnico Francés del Queso (ITFF por sus siglas en francés, La Roche
sur Foron, Francia). Los quesos fueron elaborados la misma semana por el mismo maestro
quesero, a partir de leche calentada a 63 °C durante 30 seg y correspondieron a 9 asociaciones de

diferentes cepas de Estreptococos, Lactobacilos y bacterias propionicas (codigo de cepas A-I).

Después del salado (dia 1) durante 48 h a 12 °C, los quesos fueron pre-madurados durante
20 dias en una cava de 8 °C a 10 °C. A partir del dia 20 (d20) hasta d34 los quesos fueron
colocados en una cava templada entre 15 °C y 16 °C. A d34, los quesos fueron colocados en una
cava caliente de 22 °C a 23 °C y de 84 % a 86 % de humedad relativa, durante aproximadamente
40 dias, hasta la apertura de los moldes. Después de la apertura, los quesos se conservaron en
cava fria a 6 °C durante aproximadamente 15 dias. En la Tabla 5.1 se muestran los codigos

asignados a los quesos analizados.

5.2 Muestreo

Para cada uno de los quesos se tomaron muestras a la entrada en las cavas y a diferentes
tiempos dentro de éstas. En la cava temperada los muestreos se realizaron a la entrada de la cava
(d20) y a los 7 dias dentro de ésta (d27). En la cava caliente los muestreos se realizaron a la
entrada (d34) asi como a los 17 dias (d51), 24 dias (d58) y 30 dias (d65). El ultimo muestreo se

realizé a la apertura de los moldes y correspondio al fin de la maduracion (Tabla 5.1).

Los muestreos se realizaron obteniendo un cilindro de aproximadamente 15-20 g de cada
uno de los quesos a cada estado de maduracion. Estos cilindros fueron cortados a la mitad
longitudinalmente para obtener segmentos de 7 cm x 1 cm x 0,5 cm que fueron analizados

directamente por espectroscopia de infrarrojo.
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Tabla 5.1 Muestras de queso Emmental evaluadas.

* Codigo xz donde x= asociacion de cepas (A-1) y z= muestreo.

DESCRIPCION CODIGO * n
1" muestreo AOCT DOCT GOCT
Entrada en cava temperada BOCT EOCT HOCT 9
(0CT)=d20 COCT FOCT 10CT
2° muestreo ATCT D7CT G7CT
7 dias en cava temperada B7CT E7CT H7CT 9
(7CT)=d27 C7CT F7CT I7CT
3er muestreo A0CC DOCC GOCC
Entrada en cava caliente BOCC EOCC HOCC 9
(0CC)=d34 CcoccC FOCC 10CC
4° muestreo Al17CC D17CC *
17 dias en cava caliente B17CC E17CC H17CC 8
(17CC)=d51 Cl17CC F17CC I17CC
5° muestreo A24CC D24CC G24CC
24 dias en cava caliente B24CC E24CC H24CC 9
(24CC)=ds8 C24CC F24CC 124CC
6° muestreo A30CC D30CC G30CC
30 dias en cava caliente B30CC E30CC H30CC 9
(30CC)=d65 c3o0cc F30CC 130CC
7° muestreo AAM DAM GAM
Fin de maduracién
(AM)=d? BAM EAM HAM ?
(apertura de moldes) CAM FAM IAM

* Queso no muestreado en d51

5.3 Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo Medio (FTIR)

Los segmentos de las muestras de queso fueron analizadas por espectroscopia de infrarrojo
medio con transformadas de Fourier (FTIR). La metodologia utilizada para la recoleccion de los
espectros y para la substraccion de los espectros de agua y correccion de la linea base se describie

en la seccion 4.5.
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5.4 Analisis estadisticos

Antes de realizar los analisis estadisticos y con la finalidad de estandarizar las respuestas
espectrales de los diferentes grupos composicionales, los espectros completos corregidos fueron
normalizados considerando 4 regiones de normalizacion a 3030-2750 cem”, 1800-1700 cm™,
1700-1490 cm™ y 1490-950 cm™'. Para cada region, se dividio cada valor de absorbancia entre la
suma de las absorbancias de la region (Bertrand, 2000). Una vez normalizadas las regiones, se
reconstruyeron cada uno de los espectros. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el

programa STATISTICA version 6 (StatSoft, Francia).

Analisis de varianza

El analisis de varianza (ANOVA) fue realizado para el grupo de espectros con la finalidad
de identificar las bandas que mostraban cambios de absorbancia significativos durante la
maduracion (p<0,05). Los factores considerados fueron el tiempo de maduracion y la asociacion
de cepas. La prueba de la minima varianza significativa de Fisher (LSD) se realizé para cada
variable significativa y sus intervalos de confianza fueron calculados usando la media cuadrada

del error de cada ANOVA.

Analisis de componentes principales

El Analisis de Componentes Principales (ACP) fue aplicado a la coleccion espectral de
espectros normalizados con la finalidad de evaluar su evolucion espectral global a lo largo de la

maduracion.
Analisis discriminante

El Anélisis Discriminante (ADG) se aplic6 al grupo de espectros de infrarrojo (3030-2750
cm™ y 1800-950 cm™) del queso Emmental con la finalidad de evaluar el potencial de la
espectroscopia de infrarrojo para discriminar las muestras de Emmental en funcién de su estado
de maduracion independientemente de la combinacion de cepas utilizadas. El ADG es una
técnica que permite generar reglas discriminantes para clasificar las unidades experimentales en
dos o mas poblaciones definidas de manera tnica. Adicionalmente, ésta permite reducir el

numero de variables iniciales mediante la seleccion de un subconjunto de variables medidas no
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correlacionadas que permitan alcanzar discriminacion exitosa. Su objetivo es poder predecir la

pertenencia de un individuo a una clase particular en base a un conjunto de variables predictoras.

La discriminacion se realizd tomando como criterio de clasificacion la edad del queso
seguin los 7 muestreos realizados (Tabla 5.1) y el espectro FTIR obtenido para cada muestra. La
coleccion espectral fue dividida en 3 grupos, un grupo de calibracién (34 muestras), uno de
validacion cruzada (14 muestras) y un grupo para prediccion (14 muestras). La validacion
cruzada permite evaluar el desempefio del método, produciendo estimaciones de las

probabilidades de una clasificacion erronea.

Con la finalidad de evitar un problema de sobre ajuste, y de disminuir el tamafio del
modelo, se realiz6 una seleccion de las bandas discriminantes mas significativas utilizando el
método de seleccion ascendente (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05). Este proceso de seleccion se
basa en la evaluacion de una hipotesis de medias iguales de los grupos para cada variable
candidata a discriminadora. Las variables seleccionadas son aquellas cuyo valor de F es

significativo (p<0,05).

Las distancias Mahalanobis al cuadrado fueron calculadas para cada uno de los grupos de
espectros y su nivel de significancia fue calculado (p<0,05). La distancia de Mahalanobis es la
distancia estadistica entre un dato individual y el centroide de de todos los datos en el espacio
definido por las variables independientes, y toma en consideracion las varianzas y covarianzas de

las variables medidas y esta definida por (Ecuacion 3.1, capitulo 3)

La aplicacion de las metodologias analiticas y estadisticas descritas en los tres capituloes de
ésta seccion permitieron identificar los principales parametros que marcan las diferencias entre

los sujetos de estudio seleccionados. Los resultados obenidos se presentant en la proxima seccion.
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Tercera seccion
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Capitulo 6. Resultados Leche

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la aplicacion de las metodologias
establecidas para la identificacion de parametros de autenticidad para poder discriminar entre
leche y productos similares, asi como para poder discriminar entre leches auténticas o adulteradas

con grasas exogenas.

6.1 Leche y productos similares

6.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo medio (MIR), analisis discriminante

La aplicacion del Analisis Discriminante (ADG) al grupo completo de espectros permitio
extraer importante informacion espectral que describe las principales diferencias entre los grupos
de muestras analizados segun la informacion en la etiqueta de los productos y segtn los criterios

de la NOM-155-SCFI-2003.

Informacion de la etiqueta

En la Figura 6.1 (A y B) se muestran los espectros promedio de las muestras de leche (L) y
de Férmula Lactea (FL) seglin la clasificacion basada en la informacion de las etiquetas de los
productos. Los resultados del Analisis Discriminante (ADG) permitieron identificar cambios en

las bandas relacionados con las diferencias entre los productos.

La region 1700-1490 cm™ asociada a la respuesta del enlace peptidico de las proteinas
(Dufour y Robert, 2000; Grappin et al., 2000; Robert y Dufour, 2000) presenta dos picos
importantes, el pico Amida I a ~1650 cm™ (v C=0, v C-N) y el Amida II ~1550 cm™ (6 N-H, v C-
N). Las muestras FL presentaron una Absorbancia inferior para ambas bandas amida a la

presentada por las muestras L.

En la region 1490-950 cm™ relacionada con la respuesta de los carbohidratos y los acidos
organicos (Lanher, 1991; Cadet et al., 2000; Grappin et al., 2000) asi como con los grupos
fosfato (Casal y Mantsch, 1984; Coates, 2000), se observan diferencias en las bandas ~1045 cm’!

(alcohol primario v C-0) y ~1077 cm™ (8 O-H) relacionadas con las respuesta de la lactosa, la
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banda ~1115 cm™ asociada a la suma del lactato y monosacaridos (v C—OH) (Petibois et al.,
2000) y los picos a ~1377 cm™ y ~1402 cm™ relacionados con monosacaridos (8, CHz) (Lanher,

1991; Cadet et al., 2000) y con los iones carboxilato (-COOH) (Coates, 2000), respectivamente.
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Figura 6.1 Espectros infrarrojo medio (3000-950 cm™) leche y productos similares respecto a la

informacion declarada en la etiqueta. Espectro promedio A) Leche (L) y B) Formula lactea (FL).

La mejor discriminacion entre las muestras se logrd con el modelo construido utilizando la
region de 3000-950 cm™. El mapa factorial del ADG, definido por PCl, PC2 y PC3
(Componentes Principales 1, 2 y 3) que explican respectivamente el 79,4 %, 8,9 % y 5,8 % del
total de la varianza, se muestra en la Figura 6.2 (A y B). Para permitir una mejor lectura, en éste

se muestran separadamente el tipo de de producto (Figura 6.2A) y las muestras (Figura 6.2B).

El mapa espectral (Figura 6.2A) muestra que la combinacion de los tres factores hizo
posible separar dos grupos bien definidos, uno correspondiente a las muestras L y otro a las

muestras FL. Sin embargo, la mayor separacion se obtuvo por una combinacion de PC2 y PC3.
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Los vectores propios correspondientes al PC1, PC2 y PC3 (Figura 6.2C-E) proveen
informacioén importante acerca de las vibraciones que permiten diferenciar entre los dos grupos
de muestras, asi como de los grupos composicionales involucrados. EI PC1 mostr6 los valores
mas altos en la region 1490-950 cm™ asignada a los carbohidratos, 4cidos organicos y fosfatos.
Bandas menores fueron también encontradas en la region 3000-2750 cm™” y 1800-1700 cm™
relacionadas con los grupos C-H y C=0 de las grasas. Estas observaciones sugieren que el PC1
discrimina las muestras en funcion de los carbohidratos asi como del tipo y cantidad de grasa que

contienen.

El PC2 present6 los valores mas altos en la region 1700-1490 cm™ asignada a respuesta de
las proteinas. Se observan dos picos positivos correspondientes a las sefiales Amida I (~1650 cm”

"y Amida II (~1550 cm™) sugiriendo que este vector describe diferencias en la en las proteinas.

Para el PC3, se observaron tres zonas importantes, la region 1700-1490 cm™ (region
amida), 1800-1700 cm™ (-C=0) y 3000-2750 cm™ (CH;3 y CH,). Bandas menores se observaron
en la region 1490-950 cm™ (zona de carbohidratos). Estas observaciones sugieren que este
componente describe las diferencias entre los tres grandes grupos composicionales (grasa,

proteina y carbohidratos).

Cambios espectrales en la zona alrededor de 3330-2500 cm™ (3,0-4,0 pm) han sido
relacionados con cambios en el valor del indice de iodo en leche de bufalo y vaca asi como de
otras grasas de origen vegetal (Anderson et al., 1974; Ahmed y Helal, 1977). Estos autores
relacionaron el incremento en la abosrbancia de la banda ~3,3 um (2830 cm™) con el incremento
en el indice de iodo, concluyendo que esta banda esta directamente relacionada con el grado de

instauracion de la grasa.

Debido a que las muestras utilizadas presentaban una concentracion similar en proteinas
(30 g L"), las bandas Amida observadas para el PC2 y PC3 podrian deberse a diferencias en el
proceso de las muestras asi como al tipo de proteina adicionada al producto. La desnaturalizacion
térmica de las proteinas de la leche a diferentes temperaturas ha sido evaluada para leche
reconstituida (Anema y McKenna, 1996; Anema y Klostermeyer, 1997). Anema y McKenna
(1996) mencionan un grado de desnaturalizacion para la B-lactoglobulina independiente de la

concentracion inical de proteina para las temperaturas evaluadas (70-115 °C) y un grado de
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desnaturalizacion para la a-lactalbimina dependiente de la concentracion a temperaturas
inferiores a 85 °C. Anema y Klostermeyer (1997) mencionan cambios en la solubilidad de la
caseina total y de las diferentes subunidades, dependientes de la temperatura (20 °C-90 °C) y pH

(6,3-7,1) debidos a la disociacion de las micelas.

El modelo de discriminacion obtenido confirma la buena separacion observada
graficamente (Figura 6.2A) entre las muestras L y FL. El resumen de los resultados de
clasificacion se muestra en la Tabla 6.1. El modelo permitié clasificar correctamente el 95,14 %
de las muestras en funcion de la informacion declarada en la etiqueta (Tabla 6.1). EI 100 % de los
espectros de L fueron clasificados correctamente mientras que para los espectros de FL fue del
88,0 %. El modelo clasifico incorrectamente el 60 % de los espectros de la muestra D, que siendo

FL fueron clasificadas L.

Tabla 6.1. Analisis Discriminante (ADG) los espectros de infrarrojo medio (3000-950 cm™) de las

muestras de leche y productos similares en funcion de la informacion declarada en la etiqueta.

Predicha” % Predicha” %
Muestra| Real® Clasificacion Muestra | Real® Clasificacion
L FL L FL
correcta correcta

A FL 0 5 100 G3 Leche 5 0 100

B1 FL 0 5 100 H1 Leche 5 0 100

B2 FL 0 5 100 H2 Leche 5 0 100

C FL 0 5 100 I Leche 5 0 100

FL 3 2 40 J1 Leche 5 0 100

E Leche 5 0 100 J2 Leche 5 0 100

F1 Leche 5 0 100 K1 Leche 5 0 100

F2 Leche 5 0 100 K2 Leche 5 0 100

F3 Leche 5 0 100 K3 Leche 5 0 100

Gl Leche 5 0 100 L Leche 5 0 100
G2 Leche 5 0 100

* Clasificacion real segin la informacion declarada en la etiqueta.
® Clasificacion predicha por el modelo de discriminacion

Criterios de la NOM-155-SCFI-2003

En la Figura 6.3 (A-C) se muestran los espectros promedio de las muestras de leche (L),

Formula Lactea (FL) y Producto Lacteo Combinado (PLC) en funciéon de las definiciones
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establecidas en la NOM-155-SCFI-2003 (2003). Para realizar la clasificacion se considero la lista

de ingredientes declarada en las etiquetas de los productos.
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Figura 6.3 Espectros infrarrojo medio (3000-950 cm™) leche y productos similares respecto a la NOM-
155-SCFI-2003. Espectro promedio A) Leche (L), B) Formula lactea (FL) y C) Producto
Lacteo Combinado (PLC).

Las diferencias espectrales observadas entre los tres grupos de productos fueron similares a
las descritas para la clasificacion segun la etiqueta. Estas se presentaron en la region de proteinas
a 1700-1490 cm™ y en la region a 1490-950 cm™ relacionada con la respuesta de carbohidratos,

acidos organicos y fosfatos.
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El modelo construido con los espectros de infrarrojo en la region de 3000-950 cm™
permitio la mejor discriminacion entre las muestras. En la Figura 6.4 (A-B) se muestra el mapa
factorial del ADG formado por PC1, PC2 y PC3. Estos componentes explicaron el 92,25 % del
total de la varianza (74,7 %, 8,7 % y 8,8 % respectivamente). En el mapa factorial (Figura 6.4A)
se observa la separacion de tres grupos. La principal separacion entre los grupos de producto se
presenta por una combinacion entre el PC1 y el PC2. Las muestras correspondientes al grupo L se
ubican a la derecha respeto al PC2, mientras que las muestras FL y PLC se ubican al centro e

izquierda respectivamente.

Los vectores propios del PC1, PC2 y PC3 (Figura 6.4C-E) presentaron el mismo perfil que

los vectores calculados para el modelo de discriminacion segun la informacion de la etiqueta.

El modelo de discriminacion entre L, FL y PLC obtenido corrobora la buena separacion
observada en el mapa factorial (Figura 6.4A). Este permiti6 clasificar correctamente 95,25 % de
los espectros en funcion de los criterios de la NOM-155-SCFI-2003 (Tabla 6.2). El modelo
clasificé correctamente el 100 % de las muestras L y FL sin embargo, so6lo el 75 % de los
espectros de PLC fueron clasificados correctamente. De los espectros de la muestra B2, uno fue
clasificado como L y uno como FL, mientras que 3 de los espectros de la muestra D fueron
clasificados como L. Los espectros de la muestra D clasificados como L en lugar de PLC fueron

los mismos mal clasificados segin la informacion declarada en la etiqueta.

6.1.2 Espectroscopia de Infrarrojo cercano (NIR), analisis discriminante

El ADG realizado utilizando el grupo completo de espectros permitié obtener informacion
que describe las principales diferencias entre las muestras de leche y productos similares

clasificados seguin la informacion en la etiqueta y los criterios de la NOM-155-SCFI-2003 (2003)
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Figura 6.4 Analisis Discriminante (ADG) de los espectros de infrarrojo medio de leches y productos
similares. A) Mapa Factorial en funcién del producto [ A Leche (L), + Férmula Lactea (FL) y
o Producto Lacteo Combinado(PLC)], B) Mapa factorial en funcion de las muestras (Tabla 3.1
seccion 3.1.1), C) PC1, D) PC2 y E) PC3.
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Tabla 6.2. Analisis Discriminante (ADG) los espectros de infrarrojo medio (3000-950 cm™) de las

muestras de leche y productos similares en funcion de los criterios de la NOM-155-SCFI-2003.

* Clasificacion real segtin los criterios de la NOM-155-SCFI-2003 (2003)
® Clasificacion predicha por el modelo de discriminacion

Predicha” % Predicha” %
Muestra | Real® Clasificacion | | Muestra | Real’ Clasificacion
L | FL | PLC correcta L | FL | PLC correcta

A PLC 0 0 5 100 G3 L 5 0 0 100
Bl PLC 0 0 5 100 H1 L 5 0 0 100
B2 PLC 1 1 3 60 H2 L 5 0 0 100
C FL 0 5 0 100 1 L 5 0 0 100
D PLC 3 0 2 40 J1 L 5 0 0 100
E L 5 0 0 100 J2 L 5 0 0 100
F1 L 5 0 0 100 K1 L 5 0 0 100
F2 L 5 0 0 100 K2 L 5 0 0 100
F3 L 5 0 0 100 K3 L 5 0 0 100
Gl L 5 0 0 100 L L 5 0 0 100
G2 L 5 0 0 100

Informacion de la etiqueta

Los espectros promedio en la region de 10000-4000 cm™ de las muestras de L y FL (Figura
6.5A y B) presentaron perfiles similares para los dos grupos. La principal diferencia se observa

en la region de 7000-4000 cm™.
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Figura 6.5 Espectros infrarrojo cercano (10000-4000 cm™) leche y productos similares respecto a la

informacion declarada en la etiqueta. Espectro promedio A) Leche (L) y B) Formula lactea (FL).

El modelo que permitié discriminar mejor entre las muestras se construy6 utilizando el

espectro completo (10000-4000 cm™). El mapa factorial del ADG definido por PC1, PC2 y PC3
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(754 %, 10,2 % y 5,0 % de la varianza total, respectivamente) no permitid separar
completamente los dos grupos de muestras (Figura 6.6A y B). Los vectores propios
correspondientes al PC1, PC2 y PC3 (Figura 6.6C-E) no presentan bandas especificas que puedan

asociarse con los principales grupos composicionales.
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Figura 6.6 Analisis Discriminante (ADG) de los espectros de infrarrojo cercano de leches y productos
similares. A) Mapa Factorial en funcidn del producto [ A Leche (L) y o Formula Lactea (FL)], B)
Mapa factorial en funcion de las muestras (Tabla 3.1 seccion 3.1.1), C) PC1, D) PC2 y E) PC3.

El modelo discriminante obtenido para la region del infrarrojo cercano presentd resultados

inferiores a los obtenidos en la region de infrarrojo medio, ya que permitid clasificar
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correctamente solo el 75,24 % de los espectros (Tabla 6.3). E1 40 % de los espectros de FL fueron

clasificados como L, siendo las muestras A y D las que presentaron mayor confusion.

Tabla 6.3. Analisis Discriminante (ADG) los espectros de infrarrojo cercano (10000-4000 cm™) de las

muestras de leche y productos similares en funcion de la informacion declarada en la etiqueta.

Predicha® % Predicha® %
Muestra| Real® Clasificacion Muestra | Real® Clasificacion
L FL L FL
correcta correcta

A FL 5 0 0 G3 Leche 5 0 100

Bl FL 0 5 100 Hl Leche 5 0 100

B2 FL 1 4 80 H2 Leche 5 0 100

C FL 0 5 100 I Leche 5 0 100

FL 4 1 20 J1 Leche 0 5 0

E Leche 5 0 100 J2 Leche 1 4 20

F1 Leche 2 3 40 K1 Leche 5 0 100

F2 Leche 5 0 100 K2 Leche 5 0 100

F3 Leche 5 0 100 K3 Leche 5 0 100

Gl Leche 5 0 100 L Leche 1 4 20
G2 Leche 5 0 100

* Clasificacion real segin la informacion declarada en la etiqueta.
® Clasificacion predicha por el modelo de discriminacion

Criterios de 1a NOM-155-SCFI-2003

La mejor discriminacion se obtuvo utilizando la region de 6000-4000 cm™. Los espectros

promedio de las muestras L, FL y PLC se presentan el la Figura 6.7 (A-C).

El mapa factorial del ADG mostrado en la Figura 6.8A est4 definido por el PC1 y el PC2.
Estos componentes que explican el 82,9 % y 14,6 % de la varianza total respectivamente, no
separan completamente los tres grupos de muestras. Los vectores propios correspondientes a
estos componentes presentaron perfiles similares a los calculados para leche y formula lactea

segun la informacion de la etiqueta.
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Lacteo Combinado (PLC).

El modelo discriminante permiti6 clasificar correctamente el 80,0 % del total de espectros

(Tabla 6.4). El 15 % de los espectros de PLC fueron clasificadas como L. Estos espectros

pertenecieron a las muestras B1 y D. De los espectros de L, solo el 71,3 % fueron correctamente

clasificados. El 100 % de los espectros de las muestras F3, J1 y J2 fueron clasificados

incorrectamente.

Los resultados han puesto en evidencia que el desempefio del modelo de NIR fue inferior al

del modelo de MIR para el mismo grupo de muestras.
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Tabla 6.4. Analisis Discriminante (ADG) los espectros de infrarrojo cercano (6000-4000 cm™) de las

muestras de leche y productos similares en funcion de los criterios de la NOM-155-SCFI-2003.

# Clasificacion real seghn los criterios de la NOM-155-SCFI-2003

® Clasificacion predicha por el modelo de discriminacion

Muestra Real® L P:&ElchabPLC % (il::li.gccg cién Muestra Real® L PrFeEICha;LC % Ccl::;gcc; cién

A PLC | O 0 5 100 G3 L 5 0 0 100
B1 PLC | O 0 5 100 H1 L 5 0 0 100
B2 PLC 1 0 4 80 H2 L 5 0 0 100
C FL 0 5 0 100 1 L 5 0 0 100
D PLC | 2 0 3 60 n L 0 0 5 0
E L 5 0 0 100 2 L 0 0 5 0
F1 L 3 0 2 60 K1 L 5 0 0 100
F2 L 5 0 0 100 K2 L 5 0 0 100
F3 L 0 5 0 0 K3 L 5 0 0 100
Gl L 5 0 0 100 L L 4 0 1 80
G2 L 4 0 0 100
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6.1.3 Perfil de acidos grasos (FAMES)

En la Tabla B.1 del anexo B se muestran el perfil de los FAMES asi como las
concentraciones promedio (g 100 g de acidos grasos), desviacion estandar y Coeficiente de
Variacion (CV) en funcién de la clasificacion de las muestras por la informacion de la etiqueta y

de los criterios de la NOM-155-SCFI-2003 (2003), utilizados para los analisis estadisticos.

Analisis de componentes principales

La aplicacion del Analisis de Componentes Principales (ACP) a los perfiles de FAMES
permitié extraer importante informacion relativa a los acidos grasos que permiten diferenciar

leches de productos similares.

El mapa factorial y la grafica de cargas para los acidos grasos, definidos por los PC1 y PC2,
se muestran en la Figura 6.9 (A y B). Estos componentes explicaron respectivamente el 54,7 % y
37, 2 % de la varianza total. En el mapa factorial (Figura 6.9A), una combinacion de los dos
componentes permitid una separacion de las muestras en tres grupos bien definidos. El PC1
separ6 las muestras segin el origen de la grasa (Tabla 6.1, seccion 6.1.1), las muestras
conteniendo grasa vegetal presentaron valores negativos (G; y Gj3), mientras que las que
contenian grasa butirica (G;) presentaron valores positivos. El PC2 separ6 las muestras que
contenian grasa de un solo origen en el lado positivo (G y G;) de las mixtas (Gs3) (Tabla 6.1,

seccion 6.1.1).

Los vectores propios correspondientes al PC1 y PC2 (Figura 6.9B) proveen informacion
importante acerca de los acidos grasos que permitieron separar las muestras en funcion del origen
de sus grasas. El vector propio del PCI1 present6 valores importantes para los acidos palmitico,
tetradecanoico y el acido codificado como P17 (no identificado); y valores menores para los
acidos oleico, linoleico y eicosapentaenoico (EPA). Este vector mostré una oposicion en los
valores de los acidos palmitico y oleico. El vector propio 2 presentd valores importantes para los
acidos linoleico, octadecanoico, Cis-6-petroselinico y oleico; y valores menores para el acido

palmitico y linolénico.
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Figura 6.9 Analisis de Componentes Principales (ACP) de los perfiles de acidos grasos (FAMES) de
leches y productos similares. Graficas de los dos primeros componentes, PC1 y PC2: A) Mapa
factorial y B) Vectores propios (l PC1 y | PC2). Cédigos de las muestras en la Tabla 6.1

(seccion 6.1.1).

De los 4acidos grasos observados en los vectores propios, los de mayor proporcion en la
grasa de leche son el palmitico y el oleico (~28 % y 21 % respectivamente) (Creamer y

MacGibbon, 1996).

Informacion en la etiqueta, analisis discriminante general

El anélisis paso a paso ascendente condujo a la seleccion de 4 acidos grasos (P inclusion

0,05, P exclusion 0,05) que se muestran el la Tabla 6.5. De los compuestos seleccionados, 2 no
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fueron correctamente identificados por lo que se presenta solo el codigo asignado (Tabla B.1 del

anexo B).

Tabla 6.5. Acidos grasos (FAMES) seleccionados por el procedimiento paso a paso ascendente para el

Analisis Discriminante (ADG) de los perfiles de FAMES segun la informacion de la etiqueta.

. 4 F P
Acido Graso GL ) )
exclusion® | exclusion*
13-octadecenoico 1 306,0814 0,000000
Lignocerico 1 5,8367 0,046368
P20 1 16,0963 0,005111
P22 1 92,1161 0,000028

* GL: Grados de libertad
* F exclusion = 0,05; P exclusion = 0,05

Las distancias Mahalanobis calculadas para los modelos de calibracion y validacion
cruzada (Tabla B.2 del Anexo B) fueron significativas tanto para las muestras L (p= 0,000) como
para las muestras FL (p= 0,000). Las graficas de Cooman de las distancias Mahalanobis al
cuadrado a L y FL, muestran los agrupamientos segun el tipo de producto para los modelos de

calibracién y validacion cruzada (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Grafica de Cooman para la clasificacion de los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leche y
productos similares en funcién de la etiqueta. A) Modelo de calibracion y B) Modelo de

validaciéon. (A Ly o FL).
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En la grafica del modelo de calibracion (Figura 6.10A) se muestran las muestras
correspondientes a FL clasificadas en la esquina superior izquierda de la grafica, mientras que las
muestras L fueron clasificadas en la esquina inferior derecha. Para el modelo de validacion
cruzada, la grafica de Cooman (Figura 6.10B) muestra una clasificacion incorrecta para algunas

de las muestras.

Los modelos de discriminacion obtenidos para los grupos de calibracion y validacion
cruzada confirman los resultados observados graficamente (Tabla 6.6 y Tabla B.2 del Anexo B).
El modelo de calibracion permitié clasificar correctamente el 100 % de las muestras. El1 modelo
de validacion cruzada presentd un menor desempefio ya que permitid clasificar correctamente
solo 77,8 % de las muestras (Tabla 6.6 y Tabla B.2 del Anexo B). El modelo clasificd
correctamente todas las muestras L, sin embargo, clasificoé incorrectamente 2 muestras FL (66,7

%).

Tabla 6.6. Analisis Discriminante General (ADG) los perfiles de acidos grasos (FAMES) de las muestras
de leche y productos similares segiin la etiqueta. Tabla de clasificacion para los modelos de

calibracion y validacion cruzada.

Tipo predicho % de
Real FL L clasificacion
p=0,1667  p=0,8333 correcta

Calibracion®

FL 2 0 100

L 0 10 100

Validacion Cruzada®
FL 1 2 333
L 0 6 100

* Tipo predicho: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 100 % de
las muestras. ° Clasificacion correcta del 77,8 % de las muestras.

NOM-155-SCFI-2003, analisis discriminante general

El andlisis paso a paso descendente condujo a la seleccion de 9 acidos grasos (P inclusion

0,05, P exclusion 0,05) que se muestran el la Tabla 6.7. De los compuestos seleccionados, 4 no
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fueron correctamente identificados por lo que se presenta solo el codigo asignado (Tabla B.1 del

anexo B).

Tabla 6.7. Acidos grasos (FAMES) seleccionados por el procedimiento paso a paso ascendente para el

Analisis Discriminante (ADG) de los perfiles de FAMES segun los criterios de la NOM-155-SCFI-

2003.
. 4 F P
Acido Graso GL
exclusion® | exclusion*

Decanoico 2 2,9207 0,382319
Hexanoico 2 15,6798 0,175792
Laurico 2 6,6151 0,265090
Linoelaidico 2 18,3912 0,160577
4-decnoico 2 0,2285 0,828447
P2 2 0,8530 0,607904
10-metil-dodecanoico 2 3,6485 0,347170
P4 2 0,6494 0,659558
Tetradecanoico 2 32,6217 0,122865

* GL: Grados de libertad
* F exclusion = 0,05; P exclusion = 0,05

Las distancias Mahalanobis calculadas para los modelos de calibracion y validacion
cruzada (Tabla B.3 del Anexo B) no fueron significativas entre ninguno de los tipos de producto
(p> 0,05). Las graficas de Cooman de las distancias Mahalanobis al cuadrado a L y PLC,
muestran los agrupamientos segun el tipo de producto para los modelos de calibracion y

validacion cruzada (Figura 6.11).
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Figura 6.11. Grafica de Cooman para la clasificacioén de los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leche y

productos similares segun los criterios de la NOM-155-SCFI-2003. A) Modelo de calibracion
y B) Modelo de validacion. (A L, + FL, y o PLC).

En la grafica del modelo de calibracion (Figura 6.11A) presenta la separacion de tres

grupos bien definidos. Las muestras correspondientes a L fueron clasificadas en la esquina

superior izquierda de la grafica, mientras que la muestra PLC fueron clasificada en la esquina

inferior derecha. La muestra FL fue clasificada en una posicion intermedia respecto a L y PLC.

Para el modelo de validacién cruzada, la grafica de Cooman (Figura 6.11B) muestra una

clasificacion incorrecta para algunas de las muestras.

Los resultados observados graficamente fueron confirmados por los modelos de

discriminacion obtenidos para los grupos de calibracion y validacion cruzada (Tabla 6.8 y Tabla

B.3 del Anexo B). Mientras que el modelo de calibracion permitid clasificar correctamente el 100

% de las muestras, el modelo de validacion cruzada clasificé correctamente el 88,9 % de las

muestras. Todas las muestras L y FL fueron clasificadas correctamente. De las muestras PLC el

33,3 % fue clasificado como FL.
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Tabla 6.8. Analisis Discriminante General (ADG) de los perfiles de acidos grasos (FAMES) de las
muestras de leche y productos similares segun los criterios de la NOM-155-SCFI-2003. Tabla de

clasificacion para los modelos de calibracion y validacion cruzada.

Tipo predicho % de

Real FL L PLC clasificacion

p=00833 p=08333 PTO0833 | comecta
Calibracion®
FL 1 0 0 100
L 0 10 0 100
PLC 0 0 1 100
Validacién Cruzada®

L 0 6 0 100
PLC 1 0 2 66,7

* Tipo predicho: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 100 % de las
muestras. ° Clasificacion correcta del 88,9 % de las muestras.

6.1.4 Conclusiones parciales

Como se pudo observar, el Analisis Discriminante (ADG) de los espectros MIR obtenidos
de las muestras de leche y productos similares presentd buenos resultados en la clasificacion de
las muestras para los dos criterios de clasificacion utilizados. Respecto a la informacion declarada
en la etiqueta, el modelo permitid clasificar correctamente el 95,15 % de las muestras, mientras
que respecto a las denominaciones de la NOM-155-SCFI-2003, el modelo correspondiente

permitio clasificar correctamente el 95,25 % de ellas.

Los modelos obtenidos para los espectros NIR y para los FAMES presentaron un
desempefio inferior al del MIR. El NIR permitio clasificar correctamente el 75,24 % de las
muestras en funcion de la denominacion de la etiqueta y el 80 % segln los criterios de la norma,
mientras que para el perfil de FAMES la clasificacion correcta fue de 77,8 % y el 88,9 % de

respectivamente.

Por otro lado, el ACP de los perfiles de FAMES mostr6 una clasificacion de las muestras

en funcion del origen, vegetal o animal, de la grasa.
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Finalmente, las tres técnicas analiticas presentaron un mejor desempefio en la
discriminacion en funcion de los criterios de la NOM-155-SCFI-2003 que bajo la denominacion

en la etiqueta.

Los resultados anteriores muestran que la espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) tiene
potencial como un método rapido y directo para diferenciar la leche de productos similares, por
lo que, para la segunda etapa de trabajo solo retubo ésta metodologia. Adicionalmente se retubo
el perfil de acidos grasos (FAMES) por ser una técnica de referencia para la caracterizacion de la

composicion de grasas.

6.2 Leche adulterada con grasas exdgenas

6.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo Medio (MIR), analisis discriminante

La aplicacion del Andlisis Discriminante (ADG) al grupo completo de espectros permitid
extraer importante informacion espectral que describe las principales diferencias entre los grupos

de muestras analizados en funcién de los niveles de adulteracion con grasas exdgenas.

Niveles de adulteracion con grasas exogenas

Los espectros promedio para los 5 niveles (N0O-N4) de adulteracién con grasas exogenas
evaluados ( 0 %, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % de la grasa total adulterada) se muestran en la Figura
6.12. Los resultados del Analisis Discriminante (ADG) permitieron identificar cambios en las

bandas relacionados con las diferencias entre los productos.

Las principales diferencias se observan en la regién 3000-2750 cm™ asociada con la
respuesta de las cadenas hidrocarbonadas de las grasas (Dufour et al., 2000; Riaublanc et al.,
2000) y la banda ~1743 cm™ (v —C=0) asociada con el carbonilo. Adicionalmente, se observan
ligeras diferencias en la region 1490-950 cm™ relacionadas con enlaces C-H y C-O (Riaublanc et

al., 2000).
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Figura 6.12 Espectros infrarrojo medio (3000-950 cm™) de muestras de leche con diferentes niveles de

adulteracion con grasas exdgenas.

El mejor modelo discriminante se obtuvo en la regién 3000-950 cm™. En el mapa factorial
(Figura 6.13A) definido por el PC1 y PC2 (53,8 % y 36 % de la varianza explicada,
respectivamente) no muestra una completa separacion de los espectros en funcidén del nivel de

adulteracion.

Los vectores propios correspondientes al PC1 y PC2 se muestran en la Figura 6.13 (C y D).
El vector propio 1 s6lo mostrd un pico importante a ~1620 cm™ correspondiente a la sefial Amida
I. Esta observacion sugiere que este vector presenta poca relacion con los cambios debidos a la
adulteracion con grasas exdgenas. El vector propio 2 presentd picos importantes a 1743 cm™
(éster —-C=0), ~2923 cm™ (CH,) y ~2852 c¢m™ (CH,) asi como la banda a 1160 cm™ (-C-O, -CH,-

), relacionados con la respuesta caracteristica de las grasas.

Ahmed y Helal (1977) y Anderson et al. (1974) relacionaron los cambios en la intensidad

de la banda ~2830 cm™ (3,3 pum) con cambios en el grado de instauracion de las grasas.

El modelo de discriminacion obtenido presenté un bajo desempefio ya que solo permitio
clasificar correctamente el 53,16 % de los espectros en funcion del nivel de adulteracion (Tabla
6.9). El grupo de espectros mejor clasificado con el 88,9 % de clasificacion correcta, fue el MGT
(grasa nativa de leche) correspondiente al NO de adulteracion. El grupo de muestras adulteradas
con grasa butirica (MGD) presenté un 50,6 % de clasificacion correcta, a pesar de la similitud

entre la grasa nativa y la grasa butirica utilizada para adulterarla.
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Figura 6.13 Andlisis Discriminante (ADG) de los espectros de infrarrojo medio de leche adulterada con
grasas exogenas. A) Mapa Factorial en funcidon del nivel de adulteracion [@ NO (0 %), o N1
(25 %), ¢ N2 (50 %), A N3 (75 %) y + N4 (100 %)], B) Mapa factorial en funcion de las
muestras, C) PC1 y D) PC2.
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Tabla 6.9. Analisis Discriminante General (ADG) de los espectros de infrarrojo medio (3000-950 cm™) de

muestras de leche adicionada con diferentes niveles de grasas exdgenas.

Muestra Nivel Nhvel prediche Clasit'il/zaci()n
Real NO N1 N2 N3 N4 correcta
MGA (aceite de coco)
MGA1 NI 0 4 0 1 3 50
MGA2 N2 0 0 9 0 0 100,0
MGA3 N3 0 0 1 7 1 77,8
MGA4 N4 0 1 3 1 4 44.4
MGB (aceite de soya)
MGBI1 N1 0 5 1 1 2 55,6
MGB2 N2 0 5 3 1 0 333
MGB3 N3 0 0 5 3 1 333
MGB4 N4 0 0 0 3 6 66,7
MGC (aceite de canola)
MGCl1 N1 0 5 0 4 0 55,6
MGC2 N2 3 1 3 2 0 333
MGC3 N3 0 0 0 0 6 0,0
MGC4 N4 0 0 0 3 5 62,5
MGD (grasa butirica)
MGD1 NI 2 1 3 3 0 11,1
MGD2 N2 0 3 5 1 0 55,6
MGD3 N3 0 3 0 5 1 55,6
MGD4 N4 0 1 1 0 8 80,0
MGT (gasa nativa de leche)
MGt | No | 8 0 0 0 1 88.9

6.2.3 Perfil de acidos grasos, analisis discriminante

La Figura 6.14 muestra los perfiles cromatograficos de las grasas puras. El perfil completo
de los FAMES utilizado en el andlisis discriminante, asi como las concentraciones promedio,
desviacion estandar y Coeficiente de variacion (CV) se muestran en la tabla B.11 del Anexo B. El
ADG aplicado a cada grasa individual y al conjunto de perfiles permitié identificar los acidos
grasos que proporcionaron una mejor discriminacion entre leches auténticas (AU) y adulteradas

(AD), asi como entre los 5 niveles de adulteracion estudiados (NO: 0 %, N1: 25 %, N2: 50 %, N3:
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75 % y N4: 100 % de grasa exdgena adicionada). Los acidos seleccionados se muestran en la

Tabla 6.10.
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Figura 6.14 Perfil de acidos grasos (FAMES) de las grasas puras. A) grasa nativa de leche (MGT), B)
aceite de coc (MGA), C) aceite de soya (MGB), D) aceite de canola (MGC) y E) grasa butirica
(MGD).
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Tabla 6.10. Acidos grasos seleccionadas por el procedimiento paso a paso para los Analisis

Discriminantes (ADG) de los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leches adulteradas con grasas

exogenas.
Discriminacion Autenticidad Discriminacion por Niveles
Acido Graso GL’ excllfsi()n* excl:)si(m* Acido Graso GL’ excllfsién* excl;ién*
MGA (aceite de coco)
P3 1 6202,54 0,000000 12-octadecenoico 2 8949 0,000112
Eicosenoico 1 9,76 0,026130 P3 2 300092 0,000003
7-hexadecenoico 2 3 0,260564
15-metil hexadecanoico 2 1968 0,000508
MGB (aceite de soya)
P16 1 5783510 0,000000 P16 2 481969 0,000002
Butirico 1 789 0,001265 Butirico 2 46 0,021312
Docosanoico 1 28 0,033513
MGC (aceite de canola)
Octanoico 2 2,8803 0,384598 P3 3 2565,851 0,000390
Butirico 2 8,5568 0,234962 cis-docosahexaenoico 3 42,821 0,022906
Linoelaidico 2 0,4763 0,715639
P2 2 165,8871 0,054818
MGD (grasa butirica)
P3 1 812307,3 0,000000 P3 2 3891459 0,000358
Heptadecanoico 1 549,9 0,000170 Miristoleico 2 1 0,553532
cis-vaccenico 1 111,7 0,001810 P12 2 114 0,066202
P32 1 38,2 0,008526 Laurico 2 11490 0,006597
P14 2 4934 0,010067
Total de muestras
P6 1 5692,905 0,000000 P6 4 296,6256 0,000000
Butirico 1 5,390 0,030925 Araquidonico 4 17,1108 0,000043
Heptadecanoico 1 9,373 0,006159 Butirico 4 9,3254 0,000882
; P14 4 9,9691 0,000646
lllzlegenclanoico : 7030 0015317 Palmitoleico 4 | 16,1833 | 0,000057
Heptadecanoico 4 13,1975 0,000164
12-octadecenoico 4 7,3904 0,002475
11-metil-octadecanoico 4 3,1989 0,049128

* GL: Grados de libertad
* F exclusion = 0,05; P exclusion = 0,05
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Tabla 6.11. Anélisis Discriminante General (ADG) de los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leches
adulteradas con grasas exogenas. Tabla de clasificacion para los modelos de calibracion y

validacion cruzada.

Grupo Grupo Grupo Grupo
predicho clasit(';/gaci()n predicho clasitil)/gaci()n predicho clasifil)/gaci(')n predicho clasifil)/gaci(')n
Real | AU AD correcta Real | AU AD correcta Real | AU AD correcta Real | AU AD correcta
MGA (aceite de coco)” MGB (aceite de soya)®
Calibracion Validacion cruzada Calibracion Validacion cruzada
AU 2 0 100 AUl 1 O 100 AU| 2 0 100 AU 1 0 100
AD| 0 6 100 AD| 0 6 100 AD| 0 4 100 AD| 0 5 100
MGC (aceite de canola)® MGD (grasa butirica)®
Calibracion Validacién cruzada Calibracion Validacién cruzada
AU | 2 0 100 AUl 1 O 100 AU| 2 0 100 AU 1 O 100
AD|[ 0 5 100 AD|[ 0O 6 100 AD]| 0 6 100 AD[ 0 6 100
Total de muestras
Calibracion Validacion cruzada
AU 2 0 100 AUl 1 O 100
AD | 0 23 100 AD| 0 21 100

Adulteracion con aceite de coco (MGA)

Para la discriminacién en funcion de la autenticidad, el ADG paso a paso ascendente
permiti6 seleccionar 2 acidos grasos (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) que se muestran en la
Tabla 6.10. Los acidos seleccionados fueron el Eicosenoico y el codificado como P3 (no
identificado, Tabla B.4 del Anexo B). Las distancias Mahalanobis al cuadrado calculadas para los
modelos de calibracion y validacion cruzada fueron significativas (p< 0,05) para las muestras AU
y AD. Los modelos obtenidos tanto para el grupo de calibracion y validacion permitieron

clasificar correctamente el 100 % de las muestras en funcion de su autenticidad (Tabla 6.11).

El ADG en funcion de los niveles de adulteracion presentd un desempefio menor. El
analisis paso a paso ascendente condujo a la seleccion de los 4 4cidos grasos (P inclusion 0,05, P

exclusion 0,05) que se muestran en la Tabla 6.10.
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Las distancias Mahalanobis calculadas para los modelos de calibracion y validacion
cruzada fueron significativos (p< 0,05) para los 5 niveles de adulteracion evaluados, con

excepcion de la distancia entre N1 y N2 (p = 0,1826) y la distancia entre N2 y N3 (p = 0,0638).

El modelo obtenido para el grupo de calibracion permiti6 clasificar correctamente el 100 %
de las muestras en funcién del nivel de adulteracion (Tabla 6.12). Sin embargo, el modelo
obtenido para el grupo de validacion cruzada present6é un desempefio ligeramente menor con una
clasificacion correcta del 85,7 % de las muestras. Este porcentaje se vid afectado por la
clasificacion incorrecta del 50 % de las muestras N1 clasificadas como N2 (Tabla 6.12). EI 100
% de las muestras auténticas fue clasificado correctamente. Ninguna de las muestras adulteradas

fue clasificada como autentica.

Tabla 6.12. Analisis Discriminante General (ADG) los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leches
adulteradas con aceite de coco (MGA). Tabla de clasificacion en funcion del nivel de adulteracion

para los modelos de calibracion y validacion cruzada.

Nivel predicho* % de
Nivel real NO N1 N2 N3 N4 clasificacion
p=0,2500 p=0,1250 p=0,1250 p=0,1250 p=0,2500 correcta
Calibracion®
NO 2 0 0 0 0 100
N1 0 1 0 0 0 100
N2 0 0 2 0 0 100
N3 0 0 0 1 0 100
N4 0 0 0 0 2 100
Validacién Cruzada®

NO 1 0 0 0 0 100
N1 0 1 1 0 0 50
N2 0 0 1 0 0 100
N3 0 0 0 2 0 100
N4 0 0 0 0 1 100

* Nivel de adulteracion predicho: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 100 % de
las muestras. * Clasificacion correcta del 85,7 % de las muestras.
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Adulteracion con aceite de soya (MGB)

Los resultados ADG en funcién de la autenticidad fueron similares a los obtenidos para la
MGA. El analisis paso a paso ascendente (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) permitd la
seleccion de los acidos butirico, docosanoico y el codificado como P16 (Tabla B.4 del Anexo B)
como se muestra en la Tabla 6.10. Las distancias Mahalanobis al cuadrado fueron significativas
(p< 0,05) entre los grupos AU y AD. Los modelos de los grupos de calibracion y validacion
cruzada presentaron buenos resultados ya que en ambos casos permitieron clasificar

correctamente el 100 % de las muestras en funcion de su autenticidad (Tabla 6.11).

El ADG en funcion de los niveles de adulteracion presentd un pobre desempeiio. El analisis
paso a paso ascendente condujo a la seleccion solo de 2 écidos grasos (P inclusion 0,05, P
exclusion 0,05) como se muestra en la Tabla 6.10. Las distancias Mahalanobis al cuadrado para
los modelos de calibracion y validacion cruzada no fueron significativos (p>0,05) para ninguno

de los 5 niveles de adulteracion evaluados.

Este pobre desempefio se observa en el bajo porcentaje de clasificacion correcta obtenidos
tanto para el modelo de calibraciéon como para el de validacion cruzada ya que s6lo permitieron
clasificar correctamente 50 % y 33,3 % de las muestras respectivamente (Tabla 6.13). Pese a
estos resultados, ambos modelos clasificaron correctamente el 100 % de las muestras auténticas.
Para el modelo de calibracion ninguna de las muestras adulteradas fue clasificada como auténtica,
mientras que para el modelo de validacion cruzada el 50 % de las muestras N1 (25 % de

adulteracion) fue clasificado como NO (0 % de adulteracion) (Tabla 6.13).

Adulteracion con aceite de canola (MGQC)

Los resultados ADG en funcion de la autenticidad fueron similares a los obtenidos para las
MGA y MGB. El andlisis paso a paso ascendente (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) permito la
seleccion de los acidos butirico, octanoico linoelaidico y el codificado como P2 (Tabla B.4 del
Anexo B) como se muestra en la Tabla 6.10. Las distancias Mahalanobis al cuadrado fueron
significativas (p< 0,05) para los dos tipos de muestras, AU y AD. Los modelos de los grupos de

calibraciéon y validacion cruzada presentaron buenos resultados ya que en ambos casos
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permitieron clasificar correctamente el 100 % de las muestras en funcién de su autenticidad

(Tabla 6.11).

Tabla 6.13. Analisis Discriminante General (ADG) los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leches
adulteradas con aceite de soya (MGB). Tabla de clasificacion en funcion del nivel de adulteracion

para los modelos de calibracion y validacion cruzada.

Nivel predicho* % de
Nivel real NO N1 N2 N3 clasificacion
p=0,3333 | p=0,1667 | p=0,3333 | p=0,1667 correcta
Calibracion®
NO 1 0 1 0 50
NI 0 0 1 0 0
N2 0 0 2 0 100
N3 0 0 1 0 0
Validacion Cruzada®
NO 1 0 0 0 100
N1 1 0 1 0 0
N2 0 0 1 0 100
N3 0 0 2 0 0

* Nivel de adulteracion predicho: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 50 %
de las muestras. ° Clasificacion correcta del 33,3 % de las muestras.

El ADG present6 un desempefio menor en la discrimincién en funcion de los niveles de
adulteracion. El andlisis paso a paso ascendente (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) llevo a la
seleccion de los acidos cis-docosahexaenoico y el codificado como P3 (Tabla B.4 del Anexo B)
mostrados en la Tabla 6.10. Las distancias Mahalanobis al cuadrado entre los niveles fueron
significativas (p< 0,05) para los diferentes niveles de adulteracion, con excepcion de la distancia

de N2 con N3 y N4 (p= 1,000 en ambos casos).

El modelo de calibracion permitd clasificar correctamente el 71,4 % de las muestras en
funcion de su nivel de adulteracion (Tabla 6.14). Este porcentaje se vio afectado por la
clasificacion incorrecta del 100 % de las muestras N3 y N4 que fueron clasificadas como N2. El
modelo de validacion cruzada presentdé un desempefio menor al de calibracion, permitiendo

clasificar correctamente solo el 42,9 % de las muestras (Tabla 6.14). Al igual que en el modelo de
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calibracion, el 100 % de las muestras N3 y N4 fueron clasificadas como N2. Adicionalmente, el

50 % de las muestras N1 fue clasificado como NO (0 % de adulteracion).

Tabla 6.14. Analisis Discriminante General (ADG) los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leches
adulteradas con aceite de canola (MGC). Tabla de clasificacion en funcién del nivel de adulteracion

para los modelos de calibracion y validacion cruzada.

Nivel predicho* % de
Nivel real NO N1 N2 N3 N4 clasificacion
p=0,2857 p=0,1429 p=0,2857 p=0,1429 p=0,1429 correcta
Calibracion®
NO 2 0 0 0 0 100
N1 0 1 0 0 0 100
N2 0 0 2 0 0 100
N3 0 0 1 0 0 0
N4 0 0 1 0 0 0
Validacion Cruzada®

NO 1 0 0 0 0 100
NI 1 1 1 0 0 50
N2 0 0 1 0 0 100
N3 0 0 2 0 0 0
N4 0 0 1 0 0 0

* Nivel de adulteracion predicho: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 71,4 % de
las muestras. ® Clasificacion correcta del 42,9 % de las muestras.

Adulteracion con grasa butirica (MGD)

Para el ADG en funcion de la autenticidad, el analisis paso a paso ascendente (P inclusion
0,05, P exclusion 0,05) permitd la seleccion de 4 acidos grasos (Tabla 6.10). Las distancias
Mahalanobis al cuadrado entre AU y AD, fueron significativas (p< 0,05). Los modelos de los
grupos de calibracion y validacion cruzada presentaron buenos resultados ya que en ambos casos
permitieron clasificar correctamente el 100 % de las muestras en funcion de su autenticidad

(Tabla 6.11). Estos resultados fueron similares a los obtenidos para las otras grasas adulterantes.
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El modelo discriminate por niveles presentd un desempefio menor al obtenido en funcion
de la adulteracion. El andlisis paso a paso ascendente condujo a la seleccion de 5 acidos grasos

(Tabla 6.10).

Las distancias Mahalanobis al cuadrado entre los niveles fueron significativas (p< 0,05)
para los diferentes niveles de adulteracion, con excepcion de las distancias N1-N3 (p=0,1314) y

N2-N4 (p=0,1855).

El modelo obtenido para el grupo de calibracion hizo posible clasificar correctamente el
100 % de las muestras en funcion del nivel de adulteracion (Tabla 6.15). Sin embargo, el modelo
calculado para el grupo de validacion cruzada s6lo permiti6 clasificar correctamente el 42,9 % de
las muestras (Tabla 6.15). Este modelo clasifico correctamente el 100 % de las muestras
auténticas (NO). Ninguna de las muestras adulteradas con la grasa butirica (MGD) fue clasificada

como no adulterada (NO).

Tabla 6.15. Analisis Discriminante General (ADG) los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leches
adulteradas con grasa butirica (MGD). Tabla de clasificacion en funcion del nivel de adulteracion

para los modelos de calibracion y validacion cruzada.

Nivel predicho* % de
Nivel real NO N1 N2 N3 N4 clasificacion
p=0,2500 p=0,1250 p=0,1250 p=0,1250 p=0,2500 correcta
Calibracion®
NO 2 0 0 0 0 100
N1 0 1 0 0 0 100
N2 0 0 2 0 0 100
N3 0 0 0 1 0 100
N4 0 0 0 0 2 100
Validacion Cruzada®

NO 1 0 0 0 0 100
N1 0 1 0 1 0 50
N2 0 0 0 1 0 0
N3 0 1 0 0 1 0
N4 0 0 0 0 1 100

* Nivel de adulteracion predicho: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 100 % de
las muestras. ® Clasificacion correcta del 42,9 % de las muestras.
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Conjunto de perfiles

La aplicacion del ADG al grupo completo de perfiles de FAMES de las muestra de leche
adulterada con 4 tipos de grasas exogenas permitio extraer informacién importante que describe

las diferencias entre las muestras AU y AD asi como entre los diferentes niveles de adulteracion.

El ADG en funcion de la autenticidad permitid obtener informaciéon que describe las
diferencias entre leches adulteradas con grasas exdgenas independientemente del origen de la
grasa adulterante. El analisis paso a paso ascendente condujo a la seleccion de los 4 4cidos grasos
(P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) que se muestran en la Tabla 6.10. Las distancias
Mahalanobis al cuadrado entre AU y AD, fueron significativas (p< 0,05). Los modelos para los
grupos de calibracion y validacion cruzada permitieron clasificar correctamente el 100 % de las
muestras como AU o AD segtn corresponde (Tabla 6.11). El modelo discriminante obtenido para
el conjunto total de perfiles presentd el mismo desempeiio en la discriminacion que los modelos

obtenidos para cada grasa de forma individual.

En la discriminaciéon en funcion del nivel de adulteracion, el analisis paso a paso
ascendente (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05) condujo a la seleccion de 6 acidos grasos (Tabla

6.10).

Las distancias Mahalanobis al cuadrado calculados para los modelos de calibracion y
validacion cruzada fueron significativas (p< 0,05) para los 5 niveles de adulteracion. Las graficas
de Cooman construidas graficando la distancia Mahalanobis al cuadrado a NO y a N4, muestran
los agrupamientos segun el nivel de adulteracion para los modelos de calibracion y validacion

cruzada (Figura 6.15).
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Figura 6.15 Grafica de Cooman para la clasificacion de los perfiles de acidos grasos FAMES de leche
adulterada con grasas exogenas. A) Modelo de calibracion y B) Modelo de validacion cruzada

[0 NO (0 %), 0 N1 (25 %), + N2 (50 %), A N3 (75 %) y ¥ N4 (100 %)].

La grafica correspondiente al modelo de calibracion (Figura 6.14A) muestra las muestras
NO que corresponden a las muestras sin adulteracion clasificadas en la esquina superior izquierda
de la grafica, mientras que las muestras adulteradas con diferentes niveles de grasa exogena
fueron clasificadas en la esquina inferior derecha. La distancia entre los grupos N1 a N4 fueron
relativamente pequefias entre si, por lo que no se observa una completa separacion entre ellos. La
grafica correspondiente al modelo de validacion cruzada (Figura 6.14B) presentd un perfil de

clasificacion similar al de la grafica de calibracion.

Los modelos obtenidos tanto para el grupo de calibracion como para el de validacion
confirman los resultados observados graficamente. El modelo de calibracion permiti6 clasificar
correctamente el 100 % de las muestras en funcion del nivel de adulteracion (Tabla 6.16). Por
otra parte, para el grupo de validacion cruzada el modelo presentd un desempeilo menor ya que
permitio clasificar correctamente s6lo el 72,7 % de las muestras (Tabla 6.16). El porcentaje se vid
afectado por una clasificacion incorrecta del 40 % de las muestras N2 que fueron clasificadas
como N1, asi como por la incorrecta clasificacion del 57,1 % de las muestras N3 clasificadas
como N4. El modelo clasifico correctamente el 100 % de las muestras autenticas (NO) y ninguna

de las muestras adulteradas fue clasificada como autentica.
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Tabla 6.16. Analisis Discriminante General (ADG) los perfiles de acidos grasos (FAMES) de leches
adulteradas con cuatro grasas exogenas. Tabla de clasificacion en funcion del nivel de adulteracion

para los modelos de calibracion y validacion cruzada.

Nivel predicho* % de
Nivel real NO N1 N2 N3 N4 clasificacion
p=0,2500 p=0,1250 p=0,1250 p=0,1250 p=0,2500 correcta
Calibracion®
NO 2 0 0 0 0 100
N1 0 6 0 0 0 100
N2 0 0 7 0 0 100
N3 0 0 0 5 0 100
N4 0 0 0 0 5 100
Validacion Cruzada®

NO 1 0 0 0 0 100
N1 0 6 0 0 0 100
N2 0 1 3 0 0 60
N3 0 0 0 3 4 42,9
N4 0 0 0 0 3 100

* Nivel de adulteracion predicho: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 100 % de
las muestras. ® Clasificacion correcta del 72,7 % de las muestras.

6.2.4 Conclusiones parciales

Como se pudo observar, el Andlisis Discriminante (ADG) de los perfiles de FAMES
presentaron mejores resultados en la discriminacion de leches adulteradas con grasas exogenas
que el modelo obtenido para los espectros MIR de las mismas muestras.

Los modelos discriminantes para los perfiles FAMES permiti6 clasificar correctamente el
100 % de las muestras como autenticas o adulteradas para cada grasa adulterante de forma
individual y para el conjunto de perfiles.

Sin embargo, al tratar de discriminar en funcién del nivel de adulteracion, los modelos
presentaron un menor desempeio. Los mejores resultados se obtubieron para el aceite de coco
(MGA) y el conjunto de perfiles ya que el modelo de validacién cruzada permiti6 clasificar
correctamente el 85,7 % y el 72,7 % de las muestras respectivamente. Mientras que, para el aceite
de soya (MGB), el acete de canola (MGC) y la grasa butirica (MGD) los modelos de validacion

cruzada permitieron clasificar correctamente solo el 33,3 %, 42,9 y 42,9 %, respectivamente.
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Por otro lado, el ADG los espectros MIR de las mismas muestras solo permitio clasificar
correctamente el 53,16 % de las muestras. El bajo desempefio observado para este modelo podria

deberse a problemas en el emulsionamiento de las grasas durante la preparacion de muestras.
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Capitulo 7. Resultados Camembert

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la aplicacion de las metodologias
seleccionadas para la identificacion de parametros que permitan discriminar éste tipo de queso en

funcion de su estado de maduracion.

7.1 Evolucion espectral y analisis de varianza

Los espectros obtenidos de las dos secciones de queso completo (corazén y subcorteza) asi
como aquellos de las diferentes fracciones resultantes de su fraccionamiento, mostraron
diferentes evoluciones a lo largo de la maduracion. Su evolucidn, asi como su significancia
dependi6 de la seccion analizada. A continuacion se muestran los resultados de cada una de las

secciones.

7.1.1 Queso

En la Figura 7.1 se muestran las evoluciones a lo largo de la maduracion de los espectros
normalizados de las muestras de subcorteza (SC) y corazéon (C) de queso Camembert. Los
resultados del ANOVA vy el andlisis LSD de Fisher que permitieron identificar los cambios
significativos en la absorbancia (p<0,05) relacionados con el tiempo de maduracion de ambas
secciones, subcorteza y corazon se muestran en la Tabla 7.1. Para facilitar la lectura de las figuras
y tablas solo se presentan algunos espectros y algunos resultados del ANOVA, el total de las
evoluciones espectrales asi como los resultados completos del ANOVA se muestran en el Anexo

C (Tabla C.1)

La evolucion de los espectros FTIR normalizados (3000-2800 cm™ y 1800-950 cm™) a lo
largo de la maduracion difiere segun la seccion de queso analizada (Figura 7.1A-B). Los
espectros de la subcorteza presentan modificaciones a lo largo de la maduraciéon (Figura 7.1A)
mientras que los espectros del corazoén solo muestran una ligera progresion hasta el dia 20
(escrito d20) y un fuerte cambio de d20 hasta d27 (Figura 7.1B) para la mayoria de las bandas
correctamente asignadas. En estas regiones fueron observadas diferentes modificaciones

espectrales.
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La evolucion de las bandas asociadas con los carbohidratos y los acidos orgéanicos es
observada en la region 1490-950 cm™ (Figura 7.1). Las bandas a ~1096 cm™ (alcohol secundario
v C-Oy & 0-H), ~1082 cm™ (8 O-H) y ~1045 cm™" (alcohol primario v C-O) han sido asociadas a
la lactosa (Lanher, 1991; Picque et al., 1993; Cadet et al., 2000; Coates, 2000; Grappin et al.,
2000). Estas tres bandas mostraron evoluciones y resultados de ANOVA similares por lo que
solamente los resultados obtenidos alrededor de 1082 cm™ son mostradas en la Tabla 7.1. En el
corazon no se observaron cambios hasta d7, entonces la sefial decrecid hasta d27. En la
subcorteza del queso las sefiales decrecieron significativamente entre d1 y d10 y después

permanecio estable hasta d27 (Tabla 7.1).
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prueba de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

Tabla 7.1. Analisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de corazén (C) y subcorteza (SC) de queso y

BANDA s P value DIAS DE MADURACION
1 6 10 15 20 27

1082 cm™! C 10,008*| 0,0026° |0,0023°*| 0,0019% | 0,0019% |0,0018%*| 0,0016*
(Lactosa) SC|0,005* | 0,0028¢8 10,0023 °*| 0,0018%* | 0,0016% |0,0018%°(0,0018*
1115 em™ C 10,001* | 0,0024 %|0,0027 °®¢| 0,0024 *f | 0,0022°¢ | 0,0021° | 0,0014°
(Lactato) SC|0,000* | 0,0024 *F| 0,0027F | 0,0021° | 0,0019%* | 0,0018 | 0,0016°
1161 cm™ C | 0,170 | 0,0036° | 0,0038° | 0,0042° | 0,0034° | 0,0037° | 0,0017°
(Lactosa +ms) |SC|0,001*| 0,0033° | 0,0045¢ | 0,0036°* | 0,0031" | 0,0028" | 0,0017*
1377 cm™ C | 0,154 |0,00126°| 0,0013° | 0,0013% | 0,0012° | 0,0012° | 0,0008°
(ms) SC|0,013* | 0,0012° | 0,0014° | 0,0014° | 0,0011% |0,0010% | 0,0009°
1402 em™ C 0,012*%| 0,0010% | 0,0010% | 0,0009° | 0,0010° | 0,0011% | 0,0017°
(-CO0-) SC|0,002*(0,0011 4| 0,0010* | 0,0011° | 0,0012¢ | 0,0015¢ | 0,0017°
1549 cm™ C 10,019%| 0,0024° | 0,0020° | 0,0017% | 0,0022° | 0,0025% | 0,0054°
(Amida IT) SC|0,000* | 0,0024° | 0,0014° | 0,0030°% | 0,0036°" | 0,0043 | 0,00518
1649 cm™! C | 0,234 | 0,0052° | 0,0040® | 0,0031° | 0,0043% |0,0042%| 0,0078 ¢
(Amida I) SC|0,013*| 0,0057¢ | 0,0034° | 0,0052°¢ | 0,0055° | 0,0056¢ | 0,0078°
1639 cm™ /1549 em™ | C |0,000% | 2,5077" |2,3576 "] 2,0088%* | 2,1536 % | 1,8804° | 1,5009°
(AI/AIL) SC|0,001* | 2,7356° | 2,6284° | 1,9115° | 1,7074® | 1,4025% | 1,6916%
1743 cm™! C | 0,461 | 0,0051% | 0,0061° | 0,0070® | 0,0056° | 0,0055° | 0,0023°
(C=0) SC|{0,001*| 0,0043 | 0,0071¢ | 0,0054<* | 0,0047" |0,0039" | 0,0023*
2920 cm™ C | 0,470 | 0,0058% | 0,0071° | 0,0078° | 0,0070° |0,0064%| 0,0035°
(CH,) SC|0,003* | 0,0052° | 0,0077F | 0,0062°%* | 0,0056°¢ | 0,0045 | 0,0034*
2954 cm™ C | 0,605 | 0,0019% | 0,0023® | 0,0026° | 0,0024% |0,0023%*| 0,0017°
(CH3) SC|0,029* | 0,0017%° | 0,0024 " |0,0021 %] 0,0021 2**{ 0,0019**| 0,0016*
2954 em™ /2920 em™ | C | 0,000% | 0,3283% | 0,3232% | 0,3324%° | 0,3373*° | 0,3573° | 0,4747 ¢
(CH;, CH,) SC|0,000% | 0,3353 | 0,3162° | 0,3432% | 0,3717° | 0,4167¢ | 0,4720°¢

ms: monosacaridos. CS: seccion de queso, C: corazon, SC: subcorteza. AI/AIL: Coeficiente de

las sefiales Amida.

* Significativo a p<0,05.

*h Medias sin letra comiin son significativamente diferentes (p<0,05)

Esta evolucion espectral es consistente con el metabolismo de lactosa en quesos
Camembert descrito por Engel et al. (2001a), Leclercq-Perlat et al. (2004) y McSweeney (2004).
En la subcorteza del queso, un répido decremento en la concentracion de lactosa fue observado
durante los primeros 8 dias de maduracion. En el corazon, la lactosa decrece lentamente hasta d6
y entonces rapidamente hasta d15. Después de 15 dias de maduracion la lactosa ha desaparecido

completamente (Leclercq-Perlat et al., 2004). Este consumo de lactosa es mas rapido en la
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superficie que en el corazon debido al crecimiento inicial de Kluyveromyces lactis que consume

la lactosa superficial (Leclercq-Perlat et al., 2004).

Los picos localizados alrededor de 1377 cm’! (05 CH3) asignados a las senales de la glucosa
y galactosa, y alrededor de 1161 cm™ relacionado con la suma de lactosa (alcohol terciario v C—
OH) y monosacaridos (oxigeno endociclico v C-O) (Lanher, 1991; Cadet et al., 2000) mostraron
una evolucion similar en dos fases (Figura 7.1A y Tabla 7.1). En la subcorteza, la absorbancia a
1160 cm™ se incrementa durante los seis primeros dias y entonces decrece hasta el final de la
maduracion (Tabla 7.1). Esta evolucion comparada con el continuo decremento de los picos
atribuidos a la lactosa sola, puede ser explicada por la presencia de monosacaridos (glucosa y

galactosa) provenientes de la degradacion de la lactosa.

El cambio en la banda ~1115 cm™ asociada a la suma del lactato y monosacéridos (v C—
OH) (Petibois et al., 2000) fue significativa tanto para el corazon como para la subcorteza (Tabla
7.1). En el corazon, la sefial permanecid estable hasta d20, descendiendo entonces rapidamente
hasta d27. La absorbancia de la subcorteza se incrementd ligeramente de dl hasta do,
descendiendo entonces moderadamente hasta d27. Estos cambios son similares a los descritos
para el metabolismo del lactato por Engel et al. (2001b) y Leclercq-Perlat et al. (2004). Durante
los 6 primeros dias se observa un incremento en la concentracion de lactato es observado ligado a
al metabolismo de las bacterias acido-lacticas, es seguido por un decremento de la concentracion

el cual fue mas rapido en la subcorteza que en el corazon.

El pico a ~1402 cm™ asociado con los iones carboxilato (-COOH) (Coates, 2000) aparece
mas temprano en la subcorteza que en el corazon. En la subcorteza, la absorbancia se incrementa
desde d7 hasta d27 mientras que en el corazon se incrementa solamente al final de la maduracion
(Figura 7.1A-B). Estos cambios fueron significativos para ambas secciones del queso (Tabla 7.1).
La produccion de acidos organicos a partir del lactato ha sido descrita anteriormente. McSweeney
(2004) hizo una revision de diferentes mecanismos bioquimicos que producen propionato,

acetato, formato, piruvato, etc. en relacion con los microorganismos involucrados.

La region entre 1700 cm™ y 1490 cm™ muestra dos picos importantes, el Amida I a ~1640
ecm’ (v C=0, v C-N) y el Amida II a ~1550 cm™ (8 N-H y v C-N) asociados con la respuesta
proteica (Dufour y Robert, 2000; Grappin et al., 2000; Robert y Dufour, 2000). Se observaron
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cambios significativos para las bandas Amida [ y II en la subcorteza, y solo para la Amida II en el
corazon (Tabla 7.1). En los espectros de la subcorteza, la sefial de las bandas Amida inicialmente
permanecio estable hasta d8, incrementandose de d8 hasta d27 (Figura 7.1A). Este incremento es
mas importante en la banda Amida II como se demuestra por el ANOVA (Tabla 7.1). En los
espectros de corazon, la banda Amida II no muestra cambios hasta d20. Entonces, de d20 hasta
d27, se observa un incremento en la sefial (Figura 7.1B). La relacion de las Absorbancias Amida
I/Amida II (A.amida I/A.amida II) muestra un cambio significativo a través de la maduracion
para ambas secciones del queso (Tabla 7.1). Esta permanece estable hasta d8 y d6 en el corazon y
la subcorteza respectivamente, decreciendo entonces significativamente hasta el final de la

maduracion para ambas secciones.

La evolucion de las bandas amida ha sido descrita para diferentes tipos de quesos (Guerzoni
et al., 1999; Mazerolles et al., 2001; Vannini et al., 2001). Las modificaciones en la intensidad y
posicion de las diferentes bandas en el pico Amida I han sido asociadas con cambios en la
estructura secundaria de la caseina, agregacion de proteinas e interaccion proteina-agua
(Mazerolles et al., 2001; Vannini et al., 2001; Kulmyrzaev et al., 2005). Se observo un continuo
decremento en la banda 1625 cm™ asi como un continuo incremento en la banda 1550 cm™ para
quesos semiduros (Mazerolles et al., 2001) y quesos bovinos experimentales inoculados con
diferentes cepas de Y. lipolytica (Vannini et al., 2001; Lanciotti et al., 2005). Estos cambios han
sido asociados con el tiempo de maduracion asi como con la cepa inoculada. Guerzoni et al.
(1999) reportaron un incremento continuo para ambas bandas amida en quesos de cabra

producidos por diferentes procesos.

En la region 3000-2750 cm™ relacionada con las cadenas hidrocarbonadas (Dufour et al.,
2000; Riaublanc et al., 2000) se observan dos picos a ~2920 cm™ (ves CHz) y ~2851 cm™ (v,
CH,) asi como dos hombros a ~2954 cm’! (vas CH3) y ~2871 cm’! (vs CH3). Los cambios de senal
en los espectros de corazon no fueron significativos ni para los metilos ni para los metilenos
(Tabla 7.1). En contraste, estos cambios fueron significativos para ambos grupos funcionales en
los espectros de la subcorteza (Tabla 7.1), donde la sefial se incrementd rapidamente hasta
alcanzar un maximo en d8 antes de sufrir un rédpido decremento. La evolucion del coeficiente

entre Av,s CH,/Av,s CH; fue significativo para ambas secciones solamente después de d15.
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Un cambio en las bandas metilo y metileno ha sido descrita para quesos semiduros (Dufour
et al., 2000), blandos (Kulmyrzaev et al., 2005) y quesos bovinos experimentales (Lanciotti et al.,
2005). Dufour et al. (2000) describieron cambios en la forma de los picos metilo y metileno, asi
como un incremento en el cociente Av,s CHy/Av,s CHs a lo largo de la maduracion, mientras que
Lanciotti et al. (2005) observaron la influencia de las cepas inoculadas en el incremento de la

absorbancia de éstas bandas.

La sefial alrededor de 1743 cm™ (v —C=0) asociada con el carbonilo de ésteres y acidos
organicos se incrementd considerablemente en la subcorteza hasta d8, entonces cayo hasta d27.
El ANOVA confirma estas observaciones (Tabla 7.1). Un comportamiento similar ha sido
descrito para quesos de cabra (Guerzoni et al., 1999) y quesos experimentales (Lanciotti et al.,
2005), y ha sido asociada con el metabolismo del &cido lactico. La evolucion en dos fases es
similar a la descrita por Leclercq-Perlat et al. (2004) para el acido lactico determinado por HPLC

durante la maduracion de Camembert.

7.1.2 Suspension Desgrasada de Queso (DCS)

En la Figura 7.2 se muestran las evoluciones espectrales a lo largo de la maduracion de las
muestras de Suspension Desgrasada de Queso (DCS) obtenidas a partir de la subcorteza y del
corazon. Estas evoluciones espectrales son similares a las observadas para las muestras de queso.
Los resultados del ANOVA y el andlisis LSD de Fisher (p<0.05) correspondientes se muestran en
la Tabla 7.2. Al igual que con el queso solo se presentan algunos espectros y un extracto de los

resultados del ANOVA, los resultados completos se muestran en el Anexo C (Tabla C.2).

Las sefiales de las bandas de lactosa a ~1096 cm™, ~1082 cm™ y ~1045 cm™ no mostraron
cambios significativos hasta d13 en el corazon, y hasta d9 en la subcorteza (Figura 7.2). Més alla
de esta edad la sefial decrece. E1 ANOV A mostr6 cambios significativos para las tres bandas en el

corazén, mientras que en la subcorteza solo la banda 1082 cm™ fue significativa (Tabla 7.2).
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Figura 7.2 Evolucion de espectros normalizados de infrarrojo medio (3000-950 cm™) de la Suspension
Desgrasada de Queso Camembert (DCS). A) Subcorteza y B) Corazén. (——dl,———d6, ¢«
+dl10,— - d15,—— d20, — — d27).

La banda a 1115 cm™ asociada con la suma del lactato con monosacaridos, permanecio
estable en la seccion de corazon hasta d13 entonces decrecid hasta d27, mientras que en la
subcorteza, la sefial se incrementd ligeramente hasta d4 y entonces decrecid substancialmente
hasta d15. El ANOVA mostr6 que solo los cambios en las suspensiones de corazén fueron
significativos (Tabla 7.2). La banda de los acidos organicos a 1406 cm™ aparecié hasta d10 en el
corazéon y d9 en la subcorteza y su sefial se incrementd considerablemente hasta d20. Esta
evolucion fue significativa tanto para las suspensiones de corazén como de subcorteza (Tabla

7.2). Estos resultados son proximos a aquellos previamente descritos para el queso completo.
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Tabla 7.2. Anélisis de Varianza (ANOVA) de los espectros Suspension Desgrasada de Queso (DCS) y
prueba de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

BANDA s P value DIAS DE MADURACION
1 6 10 15 20 27

1082 cm™ C | 0,002% | 0,0018°" | 0,0017° | 000144 | 0,0010* | 0,0010* | 0,0009°
(Lactosa) SC | 0,032% | 0,0019¢ | 0,0018¢ | 0,00126® | 0,0010® | 0,0010° | 0,0008°
1115 em™ C | 0,014* | 0,0017% |0,0017 | 0,0012% | 0,0007* | 0,0007* | 0,0009*
(Lactato) sc| 0,171 | 0,0015%¢ | 0,0017< | 0,0012%° | 0,0008%® | 0,0008° |0,0008**
1161 cm™ C | 0,014* 0,0027¢ 0,0025% 0,00151%  0,0010% 0,00103% 0,0016 ¢
(Lactosa + ms) SC| 0,171 | 0,0022%® |0,00257° | 0,0019%® | 0,0013® | 0,0010* | 0,0010%®
1377 em™ c | 0,081 | 0,00105° |0,00098%*| 0,00072% | 0,00067® | 0,00065% | 0,001 2%
(ms) sc| 0,297 | 0,00101°¢ {0,00098" | 0,00079 | 0,00065* |0,00071%| 0,0007
1406 cm™! c | 0,008 | 0,0009% | 0,0009°*° | 0,0009°** | 0,0010°* | 0,0011°" | 0,0012F
(-COO0-) SC| 0,020% | 0,0009° | 0,0009% | 0,0009% | 0,0011%® | 0,0014¢ |0,0011%°
1551 cm™ C | 0,006% | 0,0021% | 0,0020* | 0,0029%% | 0,0032%" | 0,0037° | 0,0042°
(Amide II) SC| 0,038* | 0,0024% | 0,0023% | 0,0027% | 0,0037° | 0,0044° | 0,004>%
1651 cm™ C | 0,479 | 0,0075%¢ | 0,0059* | 0,0081% | 0,0092° |0,0085% | 0,0086"*
(Amide I) SC| 0,844 | 0,0089° | 0,0076* | 0,0082% | 0,0092® | 0,0077° | 0,0095"
1651 em™ /1551 em™ | C | 0,000% | 3,55931 | 2,908 % | 24668 | 2,7934°¢ | 23315% | 2,0407°
(AI/AIL) SC | 0,000% | 3,67828 | 2,9961% | 2,4954%¢ | 23637% | 1,7771° | 2,1391%®
1741 em™ C | 0,151 | 0,00454° | 0,00407° | 0,00192® | 0,00120* | 0,00111* |0,00302*
(C=0) SC| 0,415 | 0,00358% | 0,00414° | 0,00287% | 0,00189® | 0,00124° |0,00212®
2850 cm™ C | 0,240 | 0,00381° |0,00365| 0,00225% | 0,00177% |0,00186| 0,0030**
(CHy) SC| 0,465 | 0,00313% | 0,00378° | 0,0029%® | 0,00228% | 0,00189* | 0,00228 *®
2954 em’! C | 0,555 |0,00162% |0,00173% | 0,001307® | 0,00113* |0,00125°[0,00181
(CH3) sc| 0,802 | 0,00137% | 0,00175% | 0,001617% | 0,00144* | 0,00151% | 0,00154*
2954 cm!/ 2850 cm™! | C | 0,037% | 0,42952% | 0,5175% | 0,6248¢% 0,70142° | 0,6696 %" | 0,60 “f
(CHy CHy) SC | 0,026* | 0,44625% [0,47731%| 0,6416% | 0,6344° | 0,8910¢ | 0,677%

ms: monosacaridos. CS: seccion de queso, C: corazon, SC: subcorteza. AI/AIIL:
Coeficiente de las sefiales Amida.

* Significativo a p<0,05.

€ Medias sin letra comiin son significativamente diferentes (p<0,05)

En la region 1700-1490 cm™, la absorbancia de las bandas Amida I y Amida II y su
coeficiente mostrd evoluciones similares a aquellas del queso para las dos secciones estudiadas
(Figura 7.2). Mientras que la sefial Amida I presentd un ligero incremento para ambos corazon y
subcorteza, la sefial Amida II se incrementd substancialmente. Sin embargo, las modificaciones
en la absorbancia en funcion del tiempo de maduracion fue menos importante que aquellas

medidas en queso (Tabla 7.2).
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Las DCS mostraron las mismas bandas en la region 3000-2800 cm™ que mostr6 el queso
(Figura 7.2) pero sus evoluciones a lo largo de la maduracion fueron diferentes: Los cambios en
la absorbancia en el corazén y en la subcorteza no fueron significativos para estas bandas. La
relacion Av,s CHy/Av,s CHj3, sin embargo, presentd una evolucion significativa como la

observada en los analisis de queso.

La informacion espectral de los espectros de DCS es muy cercana a la obtenida para el
queso. Sin embargo, existen diferencias, notablemente en la evolucion de las zonas espectrales
vinculadas con la lactosa. Los vinculos entre los espectros de infrarrojo y las evoluciones
conocidas de los diferentes compuestos son menos facil a establecer a partir de los espectros de
DSC que a partir de los espectros de los quesos completos. Consecuentemente, éste analisis

espectral no habria dado ninguna informacién suplementaria.

7.1.3 Grasa purificada

Las evoluciones de los espectros de infrarrojo de la Grasa Purificada (PF) son muy
limitadas (Figura 7.3). Las bandas a 2920 cm™ (vas CH,), 2850 cm™ (vs CHy), 1741 ecm™ (v C=0),
1163 cm™ (v C-0y 8 —CH,-) y 1119 cm™ (v C=0) asignadas a las diferentes funciones lipidicas
(Cadet et al., 2000; Riaublanc et al., 2000) no mostraron una evolucién obvia. E1l ANOVA no
mostrd diferencias significativas para la PF de corazon ni para la de subcorteza (Tabla 7.3 y C.3

del Anexo C) por lo que solo se muestra una de ellas.
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Figura 7.3 Evolucion de espectros normalizados de infrarrojo medio (3000-950 cm™) de las muestras de
Grasa Purificada (PF) de la subcorteza ( dl,———d6,ee*dl0,—+— dI5 ——d20, —
— d27).
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7.1.4 Fracciones nitrogenadas

En la Figura 7.3 (A-D) se muestran los espectros de infrarrojo en la region 1700-1490 cm™
para las cuatro fracciones nitrogenadas de subcorteza. Todas ellas muestran los picos Amida [ y
Amida II con la absorbancia en la Amida I siempre superior a la Amida II. E1l ANOVA (Tabla
7.3) mostré las modificaciones significativas en las absorbancias (p<0.05) para el corazén y la

subcorteza, asi como para el coeficiente A.amida I/A.amida II.
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Figura 7.4 Evolucion de espectros de infrarrojo medio en subcorteza durante la maduracion. A) Nitrégeno
Soluble en Acido (NSA), B) Caseina (CN), C) Nitrogeno Soluble en Etanol (NS-EtOH) y D)
Nitrogeno Insoluble en Etanol (NI-EtOH) (——d1,———d6, e+ +d10,—<+— d15,—— d20,

7).
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Los espectros del Nitrogeno Soluble en Acido (NSA) muestra una evolucion significativa
solo para el pico Amida II que permanece estable hasta d13 y d15 en la subcorteza y el corazon
respectivamente, y luego se incrementa (Figura 7.4A, Tabla 7.3, Tabla C.3 del Anexo C). Estas
evoluciones fueron diferentes a las descritas para el contenido de nitrogeno en fracciones NSA de
quesos Camembert (Schlesser et al., 1992; Leclercq-Perlat et al., 2004). Estos autores describen
un incremento en el indice de NSA desde d3 hasta d10, permaneciendo entonces constante hasta
el final de la maduracion. Diferencias en la concentracion de NSA entre el corazon y la
subcorteza han sido reportadas por Leclercq-Perlat et al. (2004). Las diferencias observadas en
este trabajo pueden ser explicadas por el hecho de que el indice de NSA mide el contenido total
de nitroégeno en esta fraccion (péptidos y aminoacidos) (Christensen et al., 1991) mientras que la
espectroscopia de infrarrojo mide las vibraciones causadas por los enlaces amida de los péptidos

(Dufour y Robert, 2000).

En los espectros de caseina (CN), la sefial Amida II se incrementa ligeramente hasta d13 en
ambas secciones y entonces decrece (Figura 7.4B). Los resultados del ANOVA, sin embargo, no
mostraron ningin cambio significativo para los picos Amida I o la Amida II. Solo su relacion en
la subcorteza mostré un incremento significativo después de d13 (Tabla 7.3 y Tabla C.3 del
Anexo C). Las mediciones de absorbancia de los picos Amida en estos precipitados no fue lo
suficientemente discriminante para destacar la hidrdlisis de las caseinas. De hecho, la fraccion
CN (no soluble a pH 4,6) contiene caseinas y péptidos de alto peso molecular. Estas
modificaciones pueden ser estudiadas por medio de tratamiento de datos mas sofisticados usando,
por ejemplo, algoritmos de deconvolucion que permitirian destacar la estructura secundaria de las

proteinas (Fontecha et al., 1996; Wi et al., 1998).

Los mismos resultados estadisticos fueron obtenidos para la evolucion espectral del
Nitrogeno Soluble en Etanol (NS-EtOH) (Figura 7.4C, Tabla 7.3 y Tabla C.3 del Anexo C). Esta
fraccion contiene pequefios péptidos y aminoacidos libres a concentracion baja, y la
espectroscopia de infrarrojo no fue lo suficientemente sensible para distinguir las débiles

variaciones de concentracion.
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Tabla 7.3. Analisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de Grasa purificada (PF), Nitrogeno
Soluble en Acido (NSA), Caseina (CN) y Nitrogeno soluble (NS-EtOH) e Insoluble (NI-EtOH) en

Etanol y prueba de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

DIAS DE MADURACION
BANDA CS | Pvalue
1 6 9 15 20 27
119 e c 0,5637 | 0,00310* | 0,00308* | 0,00314* | 0,00310° | 0,00311* | 0,00312%
cm
Sc 0,0853 0,00319° | 0,00312% | 0,00319° | 0,00301® | 0,00293* | 0,00312"
1163 et C 0,5732 0,00451% | 0,00436* | 0,00431% | 0,00437% | 0,00429° | 0,00430"
cm
- Sc 0,0902 | 0,00447° | 0,00431% | 0,00436% | 0,00427° | 0,00424* | 0,00430®
-9}
1416 e C | 06516 | 0,00134™ | 0,00138% | 0,00137* | 0,00138* | 0,00141° | 0,00137%
cm
SC | 0,0461* |0,00135% | 0,00138° | 0,00135" | 0,00142¢ | 0,00141¢ | 0,00137 <
2054 e /2872 em” c 0,0554 | 1,16347 | 1,15207° | 1,14724™ | 1,15147" | 1,14922% | 1,14962°
cm cm
SC | 055504 | 1,15556% | 1,14765* | 1,14507% | 1,14553* | 1,14515% | 1,14952%®
1554 e C | 0,0053* | 0,0376® | 0,0385% | 0,0365® | 0,0431>¢ | 0,0489° 0,0507°¢
cm
SC | 0,0135% | 0,0409% | 0,0374* | 0,0462% | 0,0518% | 0,0617°¢ 0,0559%
< 1633 e c 0,3759 | 0,1064™ | 0,0735* | 0,0679* | 0,1228" | 0,1329% | 0,1468"
[72] cm
z Sc 0,8844 0,1547% | 0,1330® | 0,1316™ | 0,1268" | 0,1552%® 0,2045°
\ \ C 09115 2,7778* 1,9365* 1,8581° 2,8673* 2,7465° 2,8977°
1633 cm™ /1554 cm™
Sc 0,3459 3,9502%° | 3,5997% | 2.8459%° | 24784° | 2,8842% 3,6617%°
1548 em’ C 0,0815 0,1356* | 0,1665™ | 0,1582® | 0,1986™ | 0,2165° 0,1467%
cm
SC 0,0958 | 0,1430% | 0,1830°% | 0,169% | 0,1347% | 0,1256® 0,0992°
- 1633 em’ C | 04009 | 02766® | 0,3211* | 03120% | 02392° | 0,2740* | 0,2542%
cm
“ SC | 10,2490 0,2867* | 0,3151™ | 0,3066™ | 0,2731° 0,3613°¢ 0,2897%¢
C 0,3456 2,1178° 1,8952° 1,9388° 1,3663° 1,6934° 1,9748°
1633 cm™ /1548 cm™
SC | 0,0362* 1,9344® 1,7576* 1,8431% 1,8154* | 2,2770" 2,5627°¢
1579 e C 0,2246 0,0314¢ | -0,0198% | -0,0591% | -0,0638" | -0,0069™ | -0,0543 %
cm
SC 0,5313 0,0341° | -0,0253™ | -0,0467" | -0,0605° | -0,0445" -0,0663 *
==}
e 1648 o C 0,7818 0,3494° 0,2684° 0,1500° 0,2039° 0,2055° 0,3420°
= cm
%' Sc 0,9721 0,3115° | 0,2330*® | 0,1240* | 0,2149® | 0,1989% 0,3368°
C 0,6082 | -5,5735% | 9,3885" | -2,5369" | -3,0095® | -29,2286% | -6,2983 %
1648 cm™ /1579 cm™
Sc 0,7148 -6,7253™ | -57,2104" | -2,6523% | -3,4903 | -3,8709® | -50788%
1542 e C | 0,0220% | 0,0310% | 0,0192% | 0,025 | 0,025%* | 0,0286°° | 0,0321%
cm
SC | 0,0340*% | 0,0299°¢ | 0,0249® | 0,0348% | 0,0330% | 0,0342 0,0321
5 4 C 0,0559 0,0473° 0,0098* | 0,0173*® | 0,0176° 0,0196° 0,0330®
= 1648 cm ] . hed ¥ .
= SC | 0,0002* 0,0242% | 0,0407% | 0,0426"¢ | 0,0449°* | 0,0482°¢ 0,0471%
C 0,2758 1,6539°¢ 0,4932* | 0,6951™ | 0,7862% | 0,7117* | 1,0297%
1648 cm™ /1542 cm’™
SC 0,0566 0,8093% | 1,6961% | 1,2241% | 1,4013° | 1,4302¢ 1,4665

ms: monosacaridos. CS: seccion de queso, C: corazon, SC: subcorteza. AI/AIL: Coeficiente de
las sefiales Amida.
* Significativo a p<0,05.
¢ Medias sin letra comun son significativamente diferentes (p<0,05)
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Se observaron evoluciones significativas para los espectros del Nitrogeno Insoluble en
Etanol (NI-EtOH) pero los cambios en absorbancia fueron limitados en el tiempo y débiles
(Figura 7.4D, Tabla 7.3, Tabla C.3 del Anexo C). De d2 a d8, la sefial Amida I presentd una
evolucion opuesta entre las secciones subcorteza y el corazon, incrementandose en la subcorteza
pero decreciendo en el corazon. Después de d8, permanecieron estables. La absorbancia de la
Amida IT evolucioné significativamente a lo largo de la maduracion. Esta decrecié hasta d6 en el
corazon, pero permanecio estable en la subcorteza a lo largo de la maduracion. El coeficiente
A.amida I/A.amida II en la subcorteza se incrementd fuertemente entre d1 y d6. El valor
permaneci6 entonces estable hasta el final de la maduracion. La evolucion observada para la
banda Amida I en la subcorteza es similar a la evolucioén del indice NNP en la corteza descrita
por Leclercg-Perlat et al. (2004). Estos autores mencionan un rapido incremento desde d3 hasta
d8 seguida por un lento incremento. En el corazén, sin embargo, la evolucion fue diferente.
Mientras que un incremento constante a partir del d4 en el indice NNP es reportado por Leclercq-
Perlat et al. (2004), en el presente trabajo, la senal de la banda Amida I del corazén decrecio.
Parece dificil explicar la evolucion espectral de las bandas amida en las fracciones NI-EtOH

solamente sobre la base del indice de NNP.

Los cambios espectrales observados para NSA parecen estar mas correlacionados con la
evolucion de péptidos de tamafio grande y mediano que con péptidos de pequefio tamaio y
aminodcidos libres, ya que solo la fraccion NI-EtOH mostrd evoluciones significativas para

ambas bandas.

7.2 Parametros Fisicoquimicos, correlacion y analisis de componentes
principales

Las correlaciones observadas entre los parametros fisicoquimicos evaluados son mostrados
en la Tabla 7.4. La mayoria de los pardmetros mostraron correlaciones significativas (p<0,05)
entre ellos, con excepcion de la Materia Seca (MS) que muestra correlaciones solo con la lactosa
(R =-0,53) y el NNP (R = 0,52). Como se esperaba, la lactosa y el 4cido lactico mostraron
correlaciones positivas entre ellos y una correlacion negativa con el pH, pero ademas con NSA,
NNP y NH,". Por su parte, las fracciones nitrogenadas mostraron una alta correlacion entre ellas

(R>0,87). el pH mostro altas correlaciones con todos los parametros con excepcion de la MS (R =
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0.34). Estos resultados fueron consistentes con aquellos reportados por Fallico et al. (2004) para

el pH y las fracciones nitrogenadas durante la maduracion de queso Ragusano.

Tabla 7.4. Coeficientes de correlacion para las variables fisicoquimicas analizadas en los quesos

tipo Camembert durante la maduracion *.

Correlacion pH Lactosa‘ LA ‘ NSA ‘ NNP | NH," ‘ MS
pH 1,00
Lactosa -0,84* 1,00
Acido Lactico (LA) -0,96* 0,77* 1,00
NSA 0,97* -0,88* -0,94* 1,00
NNP 0,96* -0,87* -0,95* 0,96* 1,00
NH," 0,88* -0,71* -0,93* 0,87* 0,87* 1,00
MS 0,34 -0,53* -0,34 0,34 0,52* 0,23 1,00

* Abreviaciones: NSA (nitrogeno soluble en é4cido), NNP (nitrégeno no proteico) y MS
(materia seca).
* Significativo a p<0,05.

El mapa factorial del Anélisis de Componentes Principales (PCA) y la gréafica de las cargas
de los factores para los parametros fisicoquimicos, definidos por los PC1 y PC3 (Componentes
Principales 1 y 3), se muestran el la Figura 7.5 (A y B). Estos componentes explicaron
respectivamente, el 80,58 % y 3,56 % del total de la varianza. En el mapa factorial (Figura 7.5A)
se observd una evolucion en 2 fases. En el primer eje, el valor de las coordenadas factoriales de
las variables (dia de maduracion) decrece continuamente de acuerdo con el tiempo de
maduracion. En el tercer eje, ellos decrecen entre d1 y d7, y entonces se incrementan de d8 hasta

d20.

Como se muestra en la grafica de cargas (Figura 7.5B), todas las variables estudiadas con
excepcion de la MS (R = -0,486), estan fuertemente correlacionadas (R>0,89) con el PC1. La
lactosa y el acido lactico (LA) mostraron correlaciones positivas (R = 0,893 y 0,962,
respectivamente) mientras que el pH (R = -0,973) y las fracciones nitrogenadas NSA (R = -
0,976), NNP (R = -0,989), NH," (R = -0,895) mostraron correlaciones negativas. Estas

observaciones sugieren que el PC1 describe simultdneamente la glucolisis revelada por el
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decremento de las concentraciones de lactosa y LA y el incremento en el pH, y la protedlisis

revelada por el incremento de las fracciones nitrogenadas.
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Figura 7.5. Graficas de los Componentes Principales 1 y 3 (PC1 y PC3) del Analisis de Componentes
Principales (ACP) de los parametros fisicoquimicos. A: Mapa factorial de resultados y B: Cargas
de los factores. xDz: codigos de las muestras, donde x= lote y z = dia de maduracién, MS: materia

seca, NSA: nitrégeno soluble en acido, NNP: nitrégeno no proteico, L.A.: 4cido lactico.

7.3 Espectros de infrarrojo, analisis de componentes principales

La aplicacion del ACP al grupo completo de espectros de cada fraccion analizada permitio
extraer importante informacion espectral que describe los cambios a lo largo de la maduracion y

asociarlos con las reacciones bioquimicas correspondientes.

7.3.1 Queso

El mapa factorial del ACP de los espectros de queso, definido por el PC1 y el PC2, son
presentados en mapas separados para una mejor lectura, sin embargo, las nuevas coordenadas de

los espectros para las secciones de subcorteza y corazon fueron calculadas a partir del mismo
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ACP (Figura 7.6A-B). Estos componentes describieron respectivamente el 81,2 % y 10,8 % del

total de la varianza.
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Figura 7.6. Analisis de Componentes Principales (ACP) de los espectros de queso. Graficas de los dos
primeros componentes, PC1 y PC2: A) Mapa factorial de Subcorteza (SC), B) Mapa factorial de
Corazén (C) y C) Vectores propios (—— PCly — — — PC2). Codigos de las muestras: x.y

donde x=lote y y= dia de maduracion.

Los mapas espectrales mostraron una evolucion en dos fases dependiendo del tiempo de
maduracion. En la primera fase (P1), una combinacion de PC1 y PC2 hizo posible describir una
evolucién continua desde dl hasta d8 o cerca de dl15, en la subcorteza y el corazon
respectivamente. En la segunda fase (P2), fue posible describir la evolucion espectral hasta d27

en relacion con el tiempo de maduracion, principalmente de acuerdo con el eje 1.
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Los vectores propios correspondientes al PC1 y PC2 (Figura 7.6C) proveen informacion
importante acerca de las vibraciones que describen la evolucion espectral a lo largo de la
maduracion del queso, asi como de las reacciones bioquimicas involucradas. El vector propio 2
mostré dos regiones importantes, la region 1490-950 cm™ asignada a los carbohidratos (lactosa y
monosacéridos), y la region amida (1700-1490 cm™) asignada a las proteinas. Esta (iltima mostro
la oposicion entre los picos a 1632 cm™ (Amida I) y 1543 cm™ (Amida II). A 1589 cm™ apareci6
un pico correspondiente al lactato. Estas observaciones sugieren que el PC2 describe la hidrolisis
de la lactosa y el fendmeno de la proteolisis a lo largo de la maduracion durante la primer fase. El
vector propio 1 mostré dos picos negativos a 1639 cm™ (Amida I) y 1552 cm™ (Amida II)
opuestos a los picos a 2923 cm™ (CH,), 2852 cm™ (CH,) y 1743 cm™ (lactato —C=0) asi como a
1169 cm™ (suma de lactosa y monosacéridos). Los picos mas importantes vinculado con el PC1
son aquellos de las proteinas sugiriendo que la proteolisis y el consumo del acido lactico son los

principales fendmenos descritos por este vector.

La evolucion espectral en la zona 1700-1500 cm™ ha sido estudiada para quesos semiduros
(Mazerolles et al., 2001) y quesos blandos (Kulmyrzaev et al., 2005). Bandas similares fueron
observadas en los patrones espectrales del ACP por estos autores. Los cambios en esta region
hicieron posible clasificar estos quesos de acuerdo con su tiempo de maduracioén. La oposicion
entre la Amida [ y la Amida II también fue observada, pero estos autores no proporcionan una

explicacion para este resultado.

La banda de lactato a 1743 cm™ fue observada para quesos experimentales (Guerzoni et al.,
1999; Lanciotti et al., 2005) y aquella a 1589 cm™ para quesos blandos (Kulmyrzaev et al.,
2005). En el presente trabajo, esta ultima esta presente en el PC2 que esta correlacionado con la
evolucion espectral del queso de d1 hasta d8, periodo durante el cual la concentracion del acido
lactico se incrementa desde d1 hasta d4 antes de decrecer a partir de d5 (Leclercq-Perlat et al.,

2004).

El ACP de los pardmetros fisicoquimicos (Figura 7.5A) del queso mostrd resultados
similares a los observados para el ACP de los espectros de infrarrojo. Esta similitud sugiere que

los datos espectrales pueden ser correlacionados con los valores fisicoquimicos.
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7.3.2 Suspensiones Desgrasadas de Queso (DCS)

El mapa factorial del ACP de las Suspensiones Desgrasadas de queso (DCS) mostradas en
la Figura 7.7A, estan definidos por el PC1 y PC2. Estos componentes, que explican el 85,6 % y
7,2% de la varianza total respectivamente, muestran una evolucion en dos fases, dependiendo del
tiempo de maduracion, similar a la descrita para los quesos completos. Para mayor claridad solo
se muestra uno de los lotes de maduracion. La primera fase (P1), descrita principalmente por
PC1, hizo posible describir la evolucion de d1 hasta d13 y d15 en la subcorteza y el corazon
respectivamente. La segunda fase (P2) descrita principalmente por el PC2, hace posible describir
la evolucion hasta d27. Algunas muestras no estuvieron correctamente localizadas en el mapa
factorial. Las muestras de DCS fueron mas inestables que el queso durante las mediciones por
ATR. Parece que algunas particulas pudieron asentarse en el cristal del ATR y perturbaron la

adquisicion espectral.
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Figura 7.7. Analisis de Componentes Principales (ACP) de los espectros de Suspension Desgrasada de
queso (DCS). Graficas de los dos primeros componentes, PC1 y PC2: A) Mapa factorial de
Subcorteza (SC) y Corazén (C) y B) Vectores propios (——— PCly — — — PC2). Cddigo de

las muestras SCy y Cy, donde y= dias de maduracion.
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Los vectores propios correspondientes al PC1 y PC2 (Figura 7.7B) presentan el mismo

perfil que los calculados para el queso entero.

7.3.3 Grasa purificada

El mapa factorial del ACP de las Grasas purificadas (PF) definido por PC1 y PC2 (72,8 %y
14,4 % de la varianza total, respectivamente) no permitié describir una clara evolucion de la
maduracion (Figura 7.8A). Este resultado estd de acuerdo con los resultados del ANOVA que
mostraron que no existia diferencia significativa en la evolucion espectral en esta zona. Las banda
a 2921 cm” (CHp), 2852 cm™ (CHy) y 1743 cm™ (éster -C=0) de los espectros de PF estan
altamente correlacionadas con el primer vector propio (Figura 7.8B). No fue posible describir la
evolucién de la maduracion sobre la base de estos datos. Las mismas correlaciones fueron
encontradas entre estas bandas y el primer vector propio del ACP del queso (Figura 7.6C). En
este caso, sin embargo, la evolucion de la maduracion fue visible en el mapa factorial. Estos
resultados sugieren que en el queso, las modificaciones espectrales en la zona 30002780 cm'™
estan relacionadas con la grasa pero también con otros compuestos como son los grupos metilo y

metileno encontrados en las cadenas laterales de las proteinas.

Dufour et al. (2000) y Kulmyrzaev et al. (2005) usaron el analisis ACP de la region 3000-
2780 cm™ de espectros de infrarrojo para clasificar quesos semiduros y blandos de acuerdo con
su tiempo de maduracion. Estos autores sugieren que las modificaciones del ambiente de los
grupos metilo, es resultado de una cristalizacion de grasas, lo que altera la estructura de las
cadenas acilo de los triglicéridos. E1 ACP llev6 a una discriminacion parcial de las muestras. Para
mejorar los resultados, datos de otras zonas espectrales (1500-900 cm™, 1700-1500 cm™) u otras
mediciones como la espectroscopia de fluorescencia (270-350 nm) fueron combinadas con los

datos espectrales de grasa.
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Figura 7.8. Analisis de Componentes Principales (ACP) de los espectros de la Grasa Purificada (PF).
Graficas de los dos primeros componentes, PC1 y PC2: A) Mapa factorial y B) Vectores propios
(———PCly ——— PC2). Cédigo de las muestras xSCy y xCy, donde x= lote y y= dias de

maduracion.

7.3.4 Nitrégeno Soluble en Acido (NSA)

El mapa factorial del ACP de los espectros de NSA (Figura 7.9A) definido por el PC1, PC2
y PC3 explican respectivamente, el 57,0 %, 28,7 % y 5,5 % de la varianza total. Este mapa
tridimensional permite describir la evolucion de los espectros de NSA a lo largo de la
maduracion. La combinacion de PC1 y PC3 mostraron una evolucion espectral continua desde d8
hasta d27 para el corazén (P,;) y una evolucion en etapas para la seccion de subcorteza (Py y

Pyr). El PC2 permitid separar las muestras de acuerdo con la seccion de queso de procedencia.
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Figura 7.9. Analisis de Componentes Principales (ACP) de los espectros del Nitrogeno Soluble en Acido
(NSA). Graficas de los tres primeros componentes, PC1 PC2 y PC3: A) Mapa factorial (SC:
Subcorteza y C: Corazén) y B) Vectores propios ( PCl, PC2y — — — PC3).

Codigo de las muestras SCy y Cy, donde y= dias de maduracion.

Para el PC1, los valores mas altos en el vector propio fueron encontrados en las regiones
3000-2850 cm™ y 1800-1700 cm™ relacionadas con los grupos C-H y C=0 de las cadenas acilo
(Figura 7.9B). Bandas menores fueron también encontradas en la region 1700-1550 cm™ (zona
amida) y alrededor de 1350-1130 cm™ (zona de monosacéridos). El vector propio 3 mostré sus
valores mas altos en las regiones de carbohidratos y Amida I. Estas observaciones sugieren que el
PC1 describe sobretodo la hidrolisis de la lactosa y, en un menor nivel, el fenomeno de la

protedlisis mientras que el PC3 describe ambos fenomenos. Para el PC2, los valores mas altos del
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vector propio fueron encontrados a 1550 cm™ y 1650 cm™ correspondientes a las vibraciones
amida, a 1745 cm™ correspondiente al acido lactico, y en la region 1200-950 cm™ asignada a los
carbohidratos. Estas observaciones sugieren que el PC2 describe en su mayor parte el fendmeno

de la protedlisis y el consumo del acido lactico.

Las diferencias a lo largo de la maduracion en el indice de NSA, la hidrolisis de lactosa y el
metabolismo del acido lactico, entre el corazén y la subcorteza (Engel et al., 2001a; Leclercq-

Perlat et al., 2004) fueron mostradas en la seccion 7.1.1.

7.3.5 Nitrogeno Insoluble en Etanol (NI-EtOH)

Los resultados del ANOVA para el NI-EtOH mostr6 limitadas modificaciones en los espectros a
lo largo de la maduracion. Estos resultados fueron confirmados por ACP. En los mapas
factoriales, no fue posible describir claramente las evoluciones espectrales de acuerdo con el
tiempo. Sorprendentemente, solo los ultimos espectros (d10 a d27) de las muestras de la seccion
de corazon pueden ser distinguidos de los otros en relacion con el eje 1. Los valores mas altos en

el vector propio 1 estuvieron localizados a ~1650 cm™ (Amida I).

7.3.6 Caseinas y Nitrogeno Soluble en Etanol (NS-EtOH)

Tal como se esperaba después de los resultados del ANOVA, el ACP de los espectros de
CN y NS-EtOH no permitieron dilucidar vinculos claros entre los datos espectrales y el tiempo de

maduracion.

7.4 Regresion de minimos cuadrados parciales

La regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS) se aplicoé primeramente, a los grupos
espectrales de las dos secciones de queso (corazén y subcorteza) con la finalidad de predecir el
tiempo de maduracion. En un segundo analisis, la PLS fue aplicada con el objetivo de evaluar la
relacion entre los valores fisicoquimicos y las respuestas de los espectros de infrarrojo a lo largo

de la maduracion.
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7.4.1 Prediccion del tiempo de maduracion

Los resultados de los modelos PLS se muestran en la Tabla 7.5 junto con los valores del
coeficiente de determinacion (R?) y el Error Estdndar de Calibracion (SEC) para la serie de
calibracion, asi como R? y la Raiz de la Media Cuadrada del Error de la Validacion Cruzada
(RMSECV) para la serie de validacion. Se obtuvieron buenas correlaciones entre los tiempos de
maduracion observados y calculados (R?>0,96) con un error cercano a un dia para las series de
calibracion de las muestras tanto de subcorteza como de corazén. Estos resultados fueron
confirmados por las buenas correlaciones entre los valores observados y predichos de las series
de validaciéon (R? = 0,97). El RMSECV fue también cercano a un dia para las dos secciones de
queso analizadas. La Figura 7.10 (A y B) representan las correlaciones entre el tiempo de

maduracion real y el tiempo predicho y muestra su buen ajuste.

Tabla 7.5. Resultados de la Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS) para el tiempo de

maduracion de queso usando los espectros de infrarrojo de queso entero*

Serie de Calibracion Serie de Validacion
Seccion
n PRESS | Componentes | SEC R? n | RMSECV R?
Subcorteza 17 0,22 7 0,88 0,99 8 1,16 0,97
Corazon 17 0,18 5 1,00 0,96 7 1,00 0,98

* Abreviaciones: n: Numero de muestras; PRESS: Suma de Cuadrados del Error Residual de
Prediccion; SEC: Error Estandar de Calibracion en dias; RMSECV: Raiz de la Media Cuadrada del
Error de la Validacion Cruzada en dias.

En la subcorteza, la principal caracteristica de la carga especifica 1 (loading 1) de PLS
(Figura 7.10C), representando el 73 % de la varianza total, son las regiones entre 1150-950 cm™
asociada con la respuesta de los carbohidratos, alrededor de 1750 cm™ asignada al lactato y 1380-
1220 cm™ la cual es dificil correlacionar con vibraciones conocidas. La carga especifica 2
(loading 2) de PLS (Figura 7.10E) cuenta por el 18 % de la varianza total. Sus regiones mas
importantes son 1150-950 cm™ y 1700-1490 cm™ relacionadas principalmente con la respuesta de

las proteinas.
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Por otro lado, en el corazén del queso, la carga 1 (loading 1) del PLS (Figura 7.10D) que es
la mas importante ya que cuenta por el 85 % de la varianza total, la intensidad principal se
observa en la region 1150-950 cm™ y en la banda Amida II. La carga 2 (loading 2) del PLS

(Figura 7.10F) tiene solo un efecto menor ya que cuenta solo por el 2 % de la varianza total.

7.4.2 Prediccion de los parametros fisicoquimicos

En la Tabla 7.6 se muestran, para series de calibracion y validacion, los valores minimos y
maximos, asi como las medias y desviaciones estandar de las variables fisicoquimicas analizadas.
La evaluacion del desempeiio de los modelos de PLS estd basada en los coeficientes de
determinacion (R?), el Error Estandar de Calibracion (SEC), la Raiz de la Media Cuadrada del
Error de la Validacion Cruzada (RMSECV) y cociente de la Desviacion Estandar de Prediccion

(RPD) para las series de validacion y calibracion (Tabla 7.7).

Tabla 7.6. Valores de los parametros fisicoquimicos usados en las series de calibracion y validacion

para la regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS).

Calibracion Validacion
Parametro _ —

n | Max. | Min. X SD n | Max. | Min. X SD
pH 17 | 7,86 4,57 6,17 1,37 8 | 7,80 4,66 6,15 1,43
MS* 17 | 46,72 | 32,64 | 39,61 3,69 8 4570 | 37,08 | 40,62 3,20
NSA°® 17 | 104,13 | 15,82 | 62,53 3727 |8 9987 | 1622 | 60,12 39,23
NNP° 17 | 50,00 | 3,13 25,30 1833 |8 | 4148 |2,69 | 25066 19,64
NH,"* 17 | 16,31 | 0,46 6,03 541 8 | 1500 | 1,00 |6,28 5,20
Lactosa ¢ 33 | 166,05 | 0,00 50,04 | 5254 |16 | 10546 | 0,00 | 41,28 3943
Acido Lactico ¢ | 33 | 517,84 | 0,00 299,05 | 188,61 | 16 | 508,63 | 0,00 | 303,84 | 191,15

n: Numero de muestras, Max.: valor maximo, Min.: valor minimo, i : media, SD: desviacion estandar. ?
MS: Materia seca expresada como g*100 g' de Queso. ® NSA: Nitrogeno soluble en acido y NNP: Nitrogeno no
proteico expresados como g¢100 g* de NT. ¢ Expresado como gekg" MS. ¢ Expresado como mmolkg” de MS.
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Tabla 7.7. Resultados de la regresion PLS usando los valores fisicoquimicos y los espectros de

infrarrojo medio de queso.

Calibracién Validacion
Parametro

n | Com* | R* |SEC [RPD| n | R®> | RMSECV | RPD
pH 17| 7 1094]039|351| 8 | 084 0,38 3,71
MS* 17 11 1099 053695 8 | 091 1,07 2,99
NSA? 17 3 |o073| 185|201 | 8 | 084 133 | 2,95
NNP? 17 8 09837 |49 | 8 | 092 6,0 3,27
NH,* 17 2 |09 |18 |301| 8 | 09 1,29 4,03
Lactosa” 330 3 |083| 20 263 16 | 0,70 23 1,71
AcidoLéctico® | 33 | 4 090 | 65 290 | 16 | 0,79 88 2,17

n: Numero de muestras; * Com: Componentes; R?: Coeficiente de determinacion; SEC: Error
Estandar de Calibraciéon; RMSECV: Raiz de la Media Cuadrada del Error de la Validacién
Cruzada; RPD: cociente de la Desviacion Estandar de Prediccion.

Expresado como: * g#100 g de Queso; * g+100 g’ of NT; © gekg™ de MS; ¢ mmolekg™ de MS

Para la serie de calibracion se obtuvieron buenas correlaciones entre los valores
fisicoquimicos y los espectros de infrarrojo para el pH, MS, NNP, NH,", lactosa y AL. Para estos
parametros, el coeficiente de determinacion R* y el RPD son superiores a 0,80 y 2
respectivamente. En comparacion, la prediccion de NSA puede ser considerada como un poco
menos buena en la serie de calibracion (R* = 0,73, RPD = 2,01). Los resultados que conciernen al
pH, MS y NNP deben ser tomados con precaucion ya que el nimero de componentes PLS es alto,
7, 11 y 8 respectivamente. Entre mas alta es la dimensionalidad del modelo, mas alto es el
probabilidad de sobre ajustar (Defernez y Kemsley, 1997). Sin embargo, la diferencia entre el
SEC y el RMSECYV obtenidos para las series de validacion y calibracién no son elevadas (Tabla
7.7) y permiten pensar que los modelos son razonablemente robustos. Para la prediccion del pH,
un SEC de 0,39 y un RMSECV de 0,38 debe ser considerado como demasiado elevado para una

buena prediccion.
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Para la serie de validacion, la prediccion de la lactosa no es completamente satisfactoria.
Los valores de R* y RMSEC son muy bajos. La prediccion de la MS, NSA, NNP, AL y NH;"
presentan valores satisfactorios (R*>0,81, RPD>2 y RMSEC cercano al SEC). Las correlaciones
entre los valores medidos y predichos de los cuatro pardmetros fisicoquimicos se muestran en la
Figura 7.11 (A-E). Se observo un buen ajuste entre los valores medidos y predichos para los

conjuntos de calibracion y validacion.

La precision obtenida para la MS y el pH estuvieron de acuerdo con lo reportado por
Karoui et al. (2006b) para quesos blandos comerciales. Ellos mencionan que los modelos PLS
basados en los datos espectrales permiten buenas predicciones para estros parametros a pesar de
un RMSEP de 0,16 en la determinacion del pH. Con el mismo tipo de accesorio ATR usado en el
presente trabajo, Rodriguez-Saona et al. (2006) predijeron la humedad en quesos Suizos con un
RMSECV de 0,5, dos veces inferior al calculado en el presente estudio. Para el indice del
nitrégeno soluble en agua (WSN/NT), sin embargo, estos autores reportan una precision menor a
la obtenida en el presente trabajo para el NSA. Ellos mencionan que las mediciones de este

parametro por MIR fue til solo para discriminar entre concentraciones altas y bajas.

Los resultados obtenidos para el indice de NNP fue similar a los reportados por Karoui et
al. (2006a) en quesos Emmental madurados con diferentes edades y origenes geograficos. Ellos
reportan una buena calibracion (R2 = 0,83 y RPD = 2,34 contra 0,92 y 3,27 respectivamente,

obtenidos en este estudio,) para el contenido de NNP.

Los coeficientes de regresion estandar de la MS, NSA, NNP, LA y NH," se muestran en la
Figura 7.12 (A-E). La distribucion del coeficiente de regresion para la MS muestra que las
bandas espectrales 1320-1220 cm™, 1500-1400 cm™, 1730-1680 cm™ y 3000-2900 cm™ son las
regiones mas eficientes (Figura 7.12A). La interpretacion es dificil para las dos primeras
regiones. Las otras regiones pueden ser atribuidas a los grupos carboxilo (-COO ) asi como a los

grupos metilo (CH3) y metileno (CHs).
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La region 1500-1400 cm™ es también una zona importante para la determinacion de NSA,
NNP y NH,". Estudios de la determinacion de parametros quimicos en quesos Emmental por
espectroscopia de infrarrojo han demostrado la importancia de las mismas regiones espectrales
(Karoui et al., 2006¢). Ninguna asignacion se ha hecho para esta zona. La regiéon Amida II (cerca
a 1550 cm™) es una caracteristica de la distribucion de los coeficientes de regresion del NSA. Sin
embargo, es sorprendente que ni esta regién ni la region Amida I (cerca de 1650 cm™) tengan una

importancia principal en el modelo de prediccion del NNP.

7.5 Conclusiones parciales

Como muestran los resultados anteriores, el ANOVA y el ACP de los datos espectrales del
queso completo pusieron en evidencia las bandas espectrales que presentaron cambios
significativos a lo largo de la maduracion. Estos cambios pudieron ser asociados a los cambios
bioquimicos en los compuestos mas importantes que han sido descritos para este tipo de quesos.
Los ANOVAS y los ACP de los espectros de las fracciones obtenidas por precipitacion selectiva
fueron menos claros en la descripcion de los cambios a lo largo de la maduracion y no aportaron

mayor informacion a la obtenida para los espectros del queso completo.

El hecho de que el ACP de los datos fisicoquimicos present6 una evolucion a lo largo de la
maduracion similar a la de los espectros de queso, permite pensar que la evolucion espectral

refleja los cambios bioquimicos del queso durante la maduracion.

Los modelos obtenidos por regresion PLS mostraron que el FTIR es un buen método para
la prediccion de la edad del queso y de los valores fisicoquimicos a lo largo de la maduracion a
partir de los espectros de los quesos completos. En funcion de la edad del queso, los modelos

obtenidos para las dos secciones permitieron predecir €sta con un error cercano a 1 dia.

Mientras que, los modelos obtenidos entre los datos fisicoquimicos y espectrales mostraron
que éste es un buen método para predecir los valores de la materia seca (MS), del acido lactico,
del nitrégeno soluble en dcido (NSA), del nitrégeno no proteico (NNP) y del amoniaco (NH;") a
lo largo de la maduracion ya que en todos los casos el RPD fue superior a 2. Sin embargo, los

modelos obtenidos para el contenido de lactosa y el pH fueron menos precisos .
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Estos resultados muestran que la espectroscopia de infrarrojo puede ser un método
interesante para discriminar quesos en funcion del estado de maduracion de una forma rapida y
confiable por medio del impacto de los cambios bioquimicos sobre bandas espectrales

especificas.
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Capitulo 8. Resultados Emmental

Debido a que el trabajo realizado en los quesos Camembert (Capitulo 7) mostrdé que las
fracciones obtenidas a partir del queso no aportaron mayor informacion a la proporcionada por
los espectros directos del queso, para esta seccion del estudio solo se evaluaron los espectros
obtenidos por lectura directa de las muestras de queso. A continuacion se presentan los resultados

obtenidos de los diferentes analisis estadisticos realizados al grupo de espectros de infrarrojo.

8.1 Evolucion espectral

La evolucion a lo largo de la maduracion de los espectros de infrarrojo normalizados (3000-
2800 cm” y 1800-950 cm™) de queso Emmental presentd ligeras diferencias segin las
asociaciones de cepas utilizadas. En la Figura 8.1 (A y B)se muestran las evoluciones a lo largo
de la maduracion de dos asociaciones de cepas. En la Tabla 8.1 se muestra un resumen de los
resultados del ANOVA vy el andlisis LSD de Fisher que permitieron identificar las bandas que
presentaron cambios significativos (p<0,05) de absorbancia a lo largo de la maduracion de los

quesos. Los resultados completos se muestran en la Tabla D.1 (Anexo D).

En la region 1490-950 cm™ (Figura 8.1) asociada con los carbohidratos y los 4cidos
organicos, se observa que la evolucion de la banda a ~1099 cm™ (alcohol secundario v C-O y &
O-H) asociada con la lactosa (Lanher, 1991; Cadet et al., 2000; Coates, 2000; Grappin et al.,
2000), con aminas primarias (v C-N) (Coates, 2000) y con iones fosfato (PO,4) (Casal y Mantsch,
1984; Coates, 2000), no mostrd cambios significativos hasta el dia 34 (escrito d34), de d34 hasta
d58 decrecio significativamente, incrementandose posteriormente hasta la apertura de los moldes

(AM) al final de la maduracion (Tabla 8.1).

Durante el proceso de elaboracion de los quesos Emmental, la hidrolisis de la lactosa
residual y de los monosacaridos resultantes, se realiza en las primeras 24 h de fabricacion, antes
del salado, por lo que su concentracion es practicamente nula al inicio de la maduracion (Choisy
et al., 1997). Debido a lo anterior, los cambios en esta banda no pueden ser atribuidos a la
glucolisis. La liberacion del fosforo coloidal en forma de fosfopéptidos, ion fosfato o como

Ca3(POy); ha sido reportada anteriormente (Rychlik et al., 1997; Gagnaire et al., 2001a; Gagnaire
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et al., 2001b). Rychlik et al. (1997) atribuyen el incremento en la concentracion de fosfato libre
en quesos Emmental a la proteolisis, mediante la liberacion de aminoacidos y péptidos solubles

que transportan el ion.
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Figura 8.1 Evolucion de espectros normalizados de infrarrojo medio (3000-950 cm™) de queso
Emmental con dos asociaciones bacterianas (A y B). (—— d20, — ——d27, ——d34, «

eeed51, —¢+— d58, ——d65, ——FIN).

La absorbancia del pico ~1161 cm™ relacionado con la suma de lactosa (alcohol terciario v
C—OH) y monosacaridos (oxigeno endociclico v C-O) (Lanher, 1991; Cadet et al., 2000) asi
como a los enlaces éster de las grasas (v C-O) (Casal y Mantsch, 1984; Chen et al., 1998),
permanecio estable hasta la entrada en la cava caliente (d34), decreciendo entonces hasta d65
para incrementarse hacia el final de la maduracién. En cambio, el pico a ~1379 cm™ relacionado

con las sefiales de glucosa y galactosa (8s CH3) (Lanher, 1991; Cadet et al., 2000) asi como a los
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iones carboxilato (Coates, 2000), presentd un incremento significativo a partir de d27 hasta d58,

decreciendo posteriormente (Tabla 8.1).

Tabla 8.1. Analisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de queso Emmental y prueba de la
minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

Banda Pvalue | d20 d27 d34 ds1 dss d65 AM
l(gzztgg;')‘ 0,0000% | 0,006587" | 0,006632" | 0,006622" 0,006427° | 0,006315° | 0,006404° | 0,006680°
l(lLlait;g)l 0,0000% | 0,006366" | 0,006504° | 0,00650° | 0,006381% | 0,006340% | 0,00641*" | 0,006612

(L;clt6olsacT;1s) 0,0000% | 0,00999% | 0,00976* | 0,010179" | 0,00929* | 0,008855" | 0,009027" | 0,012926*
13Z[9ng)m'l 0,0001% | 0,003185° | 0,003391%| 0,00333*| 0,00346" | 0,003617°| 0,003573" | 0,003373"
(1:3111 dcaﬂh') 0,0000% | 0,01624% | 0,016849" | 0,01591% | 0,013084° | 0,01409* | 0,01629" | 0,019678"
z:‘r‘r?ig:ll-; 0,0000% | 0,019608 | 0,017351°| 0,017849° | 0,014852" | 0,015160" | 0,016646" | 0,013881°

l(gtzifi;n;%:ildzlﬁ; 0,0186* | 1,213525" | 1,03217% | 1,144025" | 1,357387" | 1,153822" | 1,03417% | 0,708156"
17(‘32)“)1" 0,0000% | 0,06016% | 0,05859° | 0,060978° | 0,05646" | 0,052419" | 0,053959" | 0,079408"
28(5C2 chr)n" 0,0032% | 0,018502" | 0,019306* | 0,019271| 0,018541" | 0,018472" | 0,018988" | 0,020224"
28(7C2 Hcgll 0,0000* 0,008648° | 0,00911° | 0,00889% | 0,00942%¢ | 0,009656% | 0,009498% | 0,008046°
29(Zg chr)n" 0,0000% | 0,022403° | 0,02157" | 0,022698° | 0,02022* | 0,018935*| 0,019801° | 0,028161°
29(5C6Hc3r)n'1 0,0000% | 0,010341% | 0,01063° | 0,01049*" | 0,01080° | 0,011133°| 0,01090% | 0,009842"

2956(211}11'://?&22)01“'1 0,0000% | 0.463504" | 0,493563" | 0,467744* | 0,539444" | 0,588198°| 0,55501 | 0,352521°

ms: monosacaridos. AI/AIl: Coeficiente de las sefiales Amida.
* Significativo a p<0.05.
*I'Medias sin letra comtn son significativamente diferentes (p<0.05)

La evolucion de éstas bandas no puede ser atribuida a los cambios de concentracion de los
carbohidratos, ya que como se menciond anteriormente, al inicio de la maduracion éstos han sido
consumidos completamente (Choisy et al., 1997). Sin embargo, estas evoluciones son
congruentes con los cambios debidos a la lipdlisis y con la generaciéon de acidos organicos
reportadas en queso Emmental (McSweeney y Sousa, 2000; McSweeney, 2004). Durante la

maduracion en la cava caliente se reproducen las bacterias propidnicas que metabolizan el L-
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lactato formando propionato, acetato y CO, (McSweeney y Sousa, 2000; McSweeney, 2004).
Adicionalmente, estas bacterias poseen una lipasa que es la que contribuye a la lipdlisis en este

tipo de quesos (McSweeney y Sousa, 2000; Collins et al., 2003).

La banda ~1115 cm™ asociada a la suma del lactato y monosacaridos (v C—-OH) (Petibois et
al., 2000) fue significativa (Tabla 8.1). La sefial presentd una evolucién en dos fases, en la
primera la sefial se increment6 significativamente durante la maduracion en la cava temperada,
presentando un méaximo a d27. Posteriormente, la sefial decrecié durante la maduracion en la
cava caliente, hasta un minimo en d51. Esta evolucion es congruente con la evolucion del lactato
mostrada por Choisy et al. (1997) para quesos Emmental. Estos autores muestran que, en este
tipo de quesos, después de alcanzar el méximo, la concentracion de lactato desciende
gradualmente durante todo el periodo de maduracion, siendo este decremento mas fuerte durante

la maduracion en la cava caliente (20-24 °C).

En la region 1700-1490 cm™ se observan los picos Amida I ~1647 cm™ (v C=0, v C-N) y
el Amida IT a ~1541 cm™ (8 N-H y v C-N) (Figura 8.1) que se asocian con la respuesta proteica
(Dufour y Robert, 2000; Grappin et al., 2000; Robert y Dufour, 2000). El cambio en la
absorbancia a lo largo de la maduracion fue significativo para ambas bandas como lo muestra el
ANOVA (Tabla 8.1). Estas bandas presentaron comportamientos diferentes. La banda Amida I
present6 un decremento significativo de d20 a d27 (cava temperada), del d27 hasta el final de la
maduracion presentd un decremento continuo (cava caliente a apertura de moldes). La banda
Amida II presentd una evolucion en dos fases, en la primera fase la sefial disminuyo
significativamente hasta d51 (cava caliente), incrementandose significativamente entre d51 y el
final de la maduracion (Tabla 8.1). Por su parte, la relacion de las Absorbancias entre las bandas
Amida (A.amida I/A.amida II) también presenta cambios significativos a lo largo de la
maduracion (Tabla 8.1). Esta permanece estable hasta d65, decreciendo entonces

significativamente entre d65 y el final de la maduracion.

Este evolucion espectral es consistente con el fendmeno de protedlisis reportado para
quesos tipo Suizo en general y para Emmental en particular (Rohm et al., 1996; McSweeney y
Sousa, 2000; Gagnaire et al., 2001a). Una proteolisis lenta se presenta al inicio de la maduracion

debido a la inactivacion de la plasmina durante el cocimiento a alta temperatura de éstos quesos
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(Gagnaire et al., 2001b). En la cava caliente se presenta el mayor incremento en la protedlisis
debido al crecimiento de las bacterias propionicas (Gagnaire et al., 2001b). Como ya se menciond
en la seccion 7.1, los cambios en estas bandas a lo largo de la maduracion han sido asociados con
cambios en la estructura secundaria de la caseina, a la agregacion de proteinas y a la interaccion

proteina agua (Mazerolles et al., 2001; Vannini et al., 2001; Kulmyrzaev et al., 2005).

La region 3000-2750 cm™ presentd bandas caracteristicas de las cadenas hidrocarbonadas
(Dufour y Robert, 2000; Riaublanc et al., 2000). Se observan dos bandas importantes
correspondientes a los grupos metileno ~2920 cm™ (vas CHz) y ~2851 cm™ (v CH,), asi como
dos bandas menores correspondientes a los grupos metilos a ~2956 cm™ (v,s CH3) y ~2872 cm’™
(vs CH3). Los cambios de absorbancia fueron significativos para los dos grupos funcionales
(Tabla 8.1). En ambos casos la sefiales permanecieron estables hasta d65, a partir de d65 y hasta
el final de la maduracion, la sefial de los metilos decrecid significativamente mientras que la de
los metilenos se incrementd. Por su parte, la evolucion del coeficiente entre Av,s CHs/Av,s CH;

presentd cambios significativos a partir de d51 hasta el final de la maduracion.

Cambios en las bandas metilo y metileno han sido descritas con anterioridad (Dufour et al.,
2000; Kulmyrzaev et al., 2005; Lanciotti et al., 2005). Dufour et al. (2000) reportan cambios en
estos picos a lo largo de la maduracion de quesos semiduros, asi como un incremento en la
relacion Av,s CHs/Av,s CH, madurados a 13 °C, atribuyéndolo a un cambio en el estado fisico de

los triglicéridos del queso.

El pico a ~1743cm™ (v —C=0) asociado con los ésteres y acidos organicos permanecid

estable hasta d65, incrementandose entonces significativamente hasta el final de la maduracion

(Tabla 8.1).

El decremento en la sefial de ésta banda ha sido asociado al consumo del lactato (Guerzoni
et al., 1999; Lanciotti et al., 2005), mientras que su incremento ha sido asociado al incremento en
los grupos carbonilo provenientes de la lipolisis y la prote6lisis (Chen et al., 1998). En los quesos
tipo Suizo como el Emmental, la taza méas importante de consumo de lactato y de lipdlisis han
sido reportada durante el periodo de maduracién en la cava caliente (Choisy et al., 1997;
McSweeney y Sousa, 2000; Chamba y Perreard, 2002; Collins et al., 2003) debido al crecimiento

de las bacterias propionicas. El comportamiento observado en este estudio podria deberse a que el
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decremento de la sefial por consumo de lactato y el incremento causado por la protedlisis y la
lipdlisis fueran igualmente significativos hasta d65 y que posteriormente la protedlisis y la

lip6lisis fueran mas importantes que el consumo de lactato.

8.2 Analisis de componentes principales de los espectros de infrarrojo
La aplicacién del ACP al grupo completo de espectros normalizados de queso Emmental

permiti6é extraer informacion importante que describe los cambios espectrales a lo largo de la

maduracion y asociar €stos con las reacciones bioquimicas correspondientes.

El mapa factorial del ACP de los espectros de queso Emmental mostrado en la Figura 8.2A
estd definido por el PC1 y el PC2 que describieron respectivamente el 44,9 % y el 26,0 % del
total de la varianza. Estos componentes describen una maduracion en dos etapas. La primera,
descrita por una combinacion de PC1 y PC2, permite describir una evolucion desde d20 (0CT)
hasta d58 (24CC), observandose la separacion de dos grupos de muestras, el primero de ellos
(G1) separd las muestras desde d20 (OCT) hasta los primeros dias de maduraciéon en la cava
caliente a d51 (17CC), mientras que el G2 correspondi6 a las muestras d58 (24CC) (Figura
8.2A). La segunda etapa de la maduracion, descrita principalmente por el PC1, hace posible
describir la evolucion desde d58 (24CC) hasta AM, separando claramente las muestras de 24CC
(G2),30CC (G3) y AM (G4) (Figura 8.2A).

Los vectores propios correspondientes al PC1 y PC2 se muestran en la Figura 8.2B. El
vector propio 1 mostré dos zonas importantes, la region de 1800-1710 cm™ y la region amida
(1700-1490 cm™) asignada a las proteinas. En la primer region se observa un pico importante a
~1743 cm™ (~C=0) y un pico menor a ~1749 cm™ (C=0) (Karoui et al., 2003). En la segunda
region, solo se presenta el pico Amida II (1552 cm™). A 2921 cm’ aparecié el pico
correspondiente a los metilenos (CH,) y a 1169 cm™ asociado con los enlaces éster de las grasas
(v C-0). El vector propio 2 presentd también los picos a 1743 cm™ y 1169 ¢cm™ pero con una
menor intensidad y en oposicion al vector 1. En la region amida (1700-1490 Cm'l), solo presentd
el pico Amida I (1631 cm™), siendo éste la sefial mas importante de este vector. Estas

observaciones sugieren que ambos vectores describen los fenomenos relacionados con el
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consumo de lactato, con la protedlisis y la lipdlisis. La mayor intensidad presentada por las
sefales en el vector propio 2 permite pensar que este vector muestra el incremento en las tazas de

evolucion debidas al crecimiento de las bacterias propidnicas en la cava caliente.
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Figura 8.2. Analisis de Componentes Principales (ACP) de los espectros de queso Emmental.
Graficas de los dos primeros componentes, PC1 y PC2: A) Mapa factorial y B) Vectores
propios (———PCly — — — PC2).
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La evolucion espectral en la zona Amida (1700-1500 cm™) ha sido estudiada para quesos
semiduros madurados a 13 °C (Mazerolles et al., 2001; Mazerolles et al., 2002) y quesos blandos
(Kulmyrzaev et al., 2005). Estos autores observaron bandas similares en los vectores propios para
bandas similares que permitieron obtener buenas separaciones de los quesos en funcion de su
edad. Vannini et al. (2001) mencionan diferentes comportamientos en las bandas Amida en

funcion de la edad del queso y de la cepa utilizada.

La banda a ~1743 cm™ asociada con el lactato y los 4cidos grasos libres, fue observada para
quesos experimentales (Guerzoni et al., 1999; Lanciotti et al., 2005). En el presente trabajo, esta
banda esta presente en ambos vectores propios, pero es mas importante en el PC1 que esta
correlacionado con la evolucion espectral desde 24CC (d58) hasta la apertura de moldes (AM) al
final de la maduracion, periodo durante el cual se presenta una mayor actividad lipolitica

(McSweeney y Sousa, 2000; Chamba y Perreard, 2002).

8.3 Analisis discriminante de los espectros de infrarrojo
El analisis paso a paso ascendente condujo a la seleccion de 24 nimeros de onda (P

inclusion 0,05, P exclusion 0,05) que se muestran el la Figura 8.3 y en la Tabla D.2 (Anexo D).
En la zona 1490-950 cm™ asociada con los carbohidratos fueron seleccionadas las bandas a 1122
ecm™ del pico asociado con lactosa, aminas primarias e ion fosfato; a 1138 cm™ del pico
correspondiente a la lactosa, monosacaridos y grasas; a 1335 cm™ y 1350 cm™ relacionadas con
la respuesta de aminas primarias; a 1460 cm™, 1462 cm™, 1475 cm™ y 1483 cm™ relacionados
con la respuesta de grupos metilos y metilenos. En la regiéon de 1700-1490 cm™ relacionada con
la respuesta proteica se seleccionaron las bandas a 1632 cm™ y 1678 cm™ en el pico Amidaly a

1512 cm™ en el pico de la Amida II.

Bandas correspondientes a estos grupos funcionales han sido reportadas previamente para
la discriminacion de 3 tipos de quesos Emmental (Picque et al., 2002). Estos autores mencionan
que bandas seleccionadas en la regién 1800-900 cm™ permitieron obtener una discriminacion
promedio del 78 % en funcion del tipo de queso utilizando la medicién por ATR y de un 89 %

por medio de transmision.
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Por su parte, la zona entre 1800-1700 cm™ asociada a la respuesta de los grupos carbonilo
se seleccionaron las bandas a 1724 cm™, 1734 cm™, 1763 cm™, 1792 cm™, 1794 cm™. Mientras
que la region de las cadenas hidrocarbonadas entre 3000-2750 cm™ presento las bandas a 2835
cm™, 2839 cm™ y 2858 cm™ (v,) asi como a 2887 cm™ y 2895 cm™ (va) correspondientes a la
respuesta de los grupos metileno; a 2875 cm™ (v5) y a 2981 cm™ y 2997 cm™(v4) de los grupos

metilo.

Cambios a lo largo de la maduracion en las bandas espectrales correspondientes a los
grupos metilo y metileno en la region 3000-2800 cm™ han sido reportados para quesos semiduros
(Dufour et al., 2000). Estos autores obtuvieron una discriminacion parcial entre quesos con 1, 21,

51y 81 dias de maduracion, utilizando ACP y Analisis de Correlacion Canénica (ACC).

7.00E-02 -
6.00E-02 -
5.00E-02 -
4.00E-02 -
3.00E-02 -
2.00E-02 -

1.00E-02 -

0.00E+00 =

3000 2900 28001800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Namero de onda (cm™)

Figura 8.3 Bandas seleccionadas por el Andlisis Discriminante (ADG) de los espectros de
infrarrojo normalizados (3000-950 cm™) de queso Emmental. Seleccion por el proceso
de inclusion paso a paso (P inclusion 0,05, P exclusion 0,05). (—— Espectro completo,

m bandas seleccionadas).

Las distancias Mahalanobis calculadas para los modelos de calibracion y validacion

cruzada (Tablas D.3 y D.7 del Anexo D) fueron significativas (p< 0,05) para los 7 estados de
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madurez evaluados (Tabla D.4 del Anexo D). Las graficas de Cooman construidas graficando la
distancia Mahalanobis al cuadrado a d20 y a AM, muestran los agrupamientos segun el estado de

maduracion para los modelos de calibracion y validacion cruzada (Figuras 8.4 y 8.5).

La grafica correspondiente al modelo de calibracion (Figura 8.4A) muestra a los espectros
d20 que corresponden a los quesos mas tiernos clasificados en la esquina superior izquierda de la
grafica, mientras que los espectros a AM correspondientes a los quesos mas maduros fueron
clasificados en la esquina inferior derecha. Los grupos correspondientes a los otros estados de
madurez presentaron distancias relativamente pequeias entre si, pero sin sobreponerse. Mientras
que, para el modelo de validacion cruzada, la grafica de Cooman (Figura 8.4B ) muestra una
clasificacion incorrecta para algunas de las muestras a d20 y d51. Al igual que con el grupo de
calibracion, los grupos correspondientes a los otros estados de madurez fueron presentaron

distancias relativamente pequeias, sin traslaparse.
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Figura 8.4. Grafica de Cooman para la clasificacion de los espectros de infrarrojo (3030-2750 cm’
'y 1800-950 cm™) de queso Emmental. A) Modelo de calibracion y B) Modelo de
validacion. (0 d20, m d27, A d34, < d51, x d58, ¢ d65, o AM).

Los modelos obtenido tanto para el grupo de calibracion como para el de validacion
confirman los resultados observados graficamente. El resumen de los resultados de clasificacion
se muestran en la Tabla 8.2. El modelo de calibracion permiti6 clasificar correctamente el 100 %

de los espectros en funcion de la edad del queso (Tabla 8.2 y Tabla D.5 del Anexo D). Por otro
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lado, para el grupo de validacion cruzada, el modelo presentdé un desempefio menor ya que
permitio clasificar correctamente solo el 85,7 % de los espectros (Tabla 8.2 y Tabla D.7 del
Anexo D). Este porcentaje se vio afectado por la clasificacion incorrecta del 50 % de las muestras

de d20 como d34 y de d51 como d58 (Tabla 8.2).

La gréafica de Cooman de la Figura 8.5 muestra la clasificacion en funcion de las distancias
Mahalanobis al cuadrado a d20 y AM de los espectros del grupo de prediccion. Solo los grupos
d27 y AM presentaron grupos claramente definidos. Los otros grupos presentan una clasificacion

incorrecta para al menos una de sus muestras.

Tabla 8.2. Analisis Discriminante General (ADG) de los espectros de infrarrojo (3030-2750 ¢cm™
y 1800-950 cm™) del queso Emmental. Tabla de clasificacién en funcion de la edad para los

modelos de calibracion y validacion cruzada.

Edad predicha* % de
Edadreal g0 [ d27 | d34 | d51 | d58 | des | AM | clasificacion
p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 correcta
Calibracion®
d20 5 0 0 0 0 0 0 100
d27 0 5 0 0 0 0 0 100
d34 0 0 5 0 0 0 0 100
dsi1 0 0 0 4 0 0 0 100
dss8 0 0 0 0 5 0 0 100
de6s 0 0 0 0 0 5 0 100
AM 0 0 0 0 0 0 5 100
Validacion Cruzada®
d20 1 0 1 0 0 0 0 50
d27 0 2 0 0 0 0 0 100
d34 0 0 2 0 0 0 0 100
dsi1 0 0 0 1 1 0 0 50
dss8 0 0 0 0 2 0 0 100
de6s 0 0 0 0 0 2 0 100
AM 0 0 0 0 0 0 2 100

* Edad predicha: probabilidad p. * Clasificacién correcta del 100 % de las muestras. b
Clasificacion correcta del 85,7 % de las muestras.
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La clasificacion de las muestras en base a la probabilidad de pertenecer a un determinado
grupo (Tabla D.9 del Anexo C) se muestran en la Tabla 8.3. El grupo de prediccion presentd un
57,1 % de clasificacion correcta. Solo las muestras a d27 y AM presentaron un 100% de
clasificacion correcta. Los errores en la clasificacion de las muestras podria deberse a un efecto
de la combinacion de cepas utilizadas en la manufactura del queso ya que éstas tienen una gran

influencia en los patrones de proteolisis, lipdlisis y glicolisis a lo largo de la maduracion.
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Figura 8.5. Grafica de Cooman para la clasificacion de los espectros de infrarrojo (3030-2750 cm”
'y 1800-950 cm™) de las muestras de predicciéon de queso Emmental. (0 d20, m d27,
A d34,<d51,x d58, ¢ d65, o AM).

Tabla 8.3. Analisis Discriminante General (ADG) los espectros de infrarrojo (3030-2750 cm™ y

1800-950 cm™) del queso Emmental. Probabilidad de clasificacion de las muestras de

prediccion.
Edad predicha % de
Edadreal ™30 [ 27 [ 34 | ds1 | ds8 | d65 | Am | Cclasificacion
p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 | p=0,1471 correcta
Prediccion®
120 0 1 1 0 0 0 0 0
07 0 2 0 0 0 0 0 100
134 0 1 1 0 0 0 0 50
451 0 0 0 1 1 0 0 50
458 0 0 0 1 1 0 0 50
465 0 0 0 0 1 1 50
AM 0 0 0 0 0 0 2 100

* Edad predicha: probabilidad p. * Clasificacion correcta del 57,1 % de las muestras.
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En funcién de la clasificacion de los espectros de prediccion (Tabla 8.3) se distinguen 3
conjuntos globales, el primero de d20 hasta d34 formado por los quesos mas jovenes desde el
inicio de la maduracion hasta la entrada en la cava caliente; el segundo de d51 hasta d58 formado
por quesos con la mitad de la maduracion; y el tercero desde d65 hasta el final de la maduracion
(AM) formado por los quesos mas maduros. Ninguna de las muestras pertenecientes a estos

conjuntos fue clasificada fuera de ellos (Tabla 8.3).

Pocos son los reportes encontrados en la literatura sobre la discriminacion de quesos en
funcion de la maduracion por medio de la espectroscopia de infrarrojo. Esta metodologia ha sido
usada para discriminar quesos tipo Suizo en funcion del tipo de queso (Picque et al., 2002) o de
la region de produccion (Pillonel et al., 2003b; Karoui et al., 2005a; Karoui et al., 2005b). Karoui
et al. (2005b) obtuvieron diferentes porcentajes de clasificacion correcta en funcion de la region
de produccién de quesos Emmental, seglin la region de infrarrojo utilizada para el ADG. El mejor

modelo de clasificacion fue obtenido con los espectros de la zona 1500-900 cm ™.

8.4 Conclusiones parciales

Los resultados anteriores muestran que el ANOVA y el ACP de los espectros del queso
Emmental permitieron identificar las bandas espectrales que presentaron cambios significativos a
lo largo de la maduracion. El ACP permitié describir una evolucion de la maduracion en dos
etapas, de d20 a d58 y de d58 hasta la apertura de moldes. Estos cambios pudieron ser asociados
a los cambios a lo largo de la maduracion de los compuestos mas importantes que han sido

descritos para este tipo de quesos.

Por otro lado, el ADG de los perfiles espectrales permiti6 obtener buenos modelos para la
calibracion y validacion cruzada. La prediccion de la edad del queso con éstos modelos permitio
clasificar las muestras en tres grupos correspondientes a quesos jovenes, intermedios y maduros.

Los resultados obtenidos muestran que el FTIR es un buen método para separar las
muestras de queso Emmental entre quesos jovenes, a la mitad de la maduracion y quesos

maduros, independientemente de la combinacion de cepas utilizadas.
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Conclusion

Los Analisis Discriminantes Generales (ADG) de los datos espectrales de infrarrojo medio
(MIR) dieron buenos resultados en la discriminacion de las muestras de leche y productos
similares bajo los dos criterios de clasificacion utilizados (95,15 % segun la denominacion del
producto en la etiqueta y 95,25 % segln la clasificacion por la Norma Oficial Mexicana NOM-
155-SCFI-2003). Los ADG de los perfiles espectrales por infrarrojo cercano (NIR) y perfiles de
acidos grasos (FAMES) presentaron resultados similares en la discriminacién del mismo grupo
de muestras (75,24 % y 77,8 % en funcion de la etiqueta, respectivamente; 80 % y 88,9 % en
funcion de la norma, respectivamente). En ambos casos, los resultados obtenidos fueron
inferiores a los del MIR. Las tres técnicas analiticas presentaron un mejor desempefio en la
discriminacion en funcion de los criterios de la NOM-155-SCFI-2003 que bajo la denominacion
en la etiqueta.

El ADG de los datos espectrales de infrarrojo medio (MIR) de leches adulteradas con grasas
exogenas presentd un bajo desempefio (53,16 % de clasificacion correcta). Esto podria deberse a
problemas en el emulsionamiento de las grasas durante la preparacion de muestras. Los ADG de
los perfiles de FAMES presentaron un buen desempeio en la separacion de muestras auténticas
de muestras adulteradas para cada grasa individual y para el global de los perfiles (100 % de
clasificacion correcta en todos los casos). Los ADG en funcion del nivel de adulteracion
presentaron buenos resultados para el aceite de coco (MGA) y el global de perfiles (85,7 % y
72,7 % en el modelo de validacion cruzada, respectivamente). Un desempeiio inferior se presento
para el aceite de soya (MGB), el aceite de canola (MGC) y la grasa butirica (MGD) (33,3 %, 42,9
%y 42,9 % en el modelo de validacion cruzada, respectivamente).

El ANOVA vy el Andlisis de Componentes Principales (ACP) de los datos espectrales del
queso Camembert completo mostraron evoluciones contra el tiempo de maduracioén y entre las
secciones de corazon y subcorteza. Estas pueden ser explicadas por los cambios bioquimicos en
los compuestos mas importantes como se ha descrito previamente para quesos Camembert. El
analisis de otras fracciones del queso no provee mayor informaciéon o mejor discriminacion que

los espectros del queso completo.
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Los modelos predictivos obtenidos por regresion PLS para los espectros de queso tanto de
la subcorteza como del corazéon dieron buenos resultados para la prediccion del tiempo de
maduracion (tiempo de muestreo): a todo lo largo del proceso, el error fue cercano a un dia.

La regresion PLS entre los datos fisicoquimicos y espectrales mostraron que el FTIR es un
buen método para predecir los valores a lo largo de la maduraciéon (de d1 a d27) de la materia
seca (MS), del acido lactico, del nitrogeno soluble en acido (NSA), del nitrégeno no proteico
(NNP) y del amoniaco (NH,") (RPD superior a 2). Sin embargo, los modelos obtenidos para el
contenido de lactosa y para el pH son menos precisos.

El ANOVA y el ACP de los datos espectrales del queso Emmental completo mostraron
evoluciones en funcidn el tiempo de maduracion. Estas pueden ser explicadas por los cambios
bioquimicos en los compuestos mas importantes como se ha descrito previamente para quesos
Emmental. El ADG mostr6 que el FTIR es un buen método para separar las muestras de queso
entre jovenes, a la mitad de maduracion y quesos maduros.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la espectroscopia de infrarrojo
medio (MIR) tiene posibilidades como un método rapido y econdomico para clasificar la leche y
productos similares en funcion de los criterios de la legislacion vigente en México, para predecir
el tiempo de maduracion de quesos Camembert y Emmental de forma directa, asi como para
predecir el estado de la protedlisis y para hacer estimaciones aproximadas para el fenomeno de la
glucolisis durante la maduracion de quesos Camembert.

A pesar de que éste parece ser un método interesante, de facil aplicacion en un tiempo corto
para estimar la identidad de una muestra de leche o el estado de maduracion del queso, serd
necesario realizar investigaciones mas profundas para ampliar su utilizacion a otras
adulteraciones u otros quesos.

Para mejorar el desempefio de los modelos discriminantes para leche y productos similares,
seria conveniente aplicar diferentes correcciones a los espectros de infrarrojo similares a las
aplicadas a los espectros de queso. Asimismo, para mejorar el modelo de discriminaciéon con
grasas exogenas, seria conveniente utilizar un método para emulsionar las grasas que presente un
mejor desempeiio con la finalidad de evaluar la adulteracion de forma directa o bien, construir el
modelo de discriminacidn con los espectros de infrarrojo de sus grasas purificadas.

Finalmente, seria conveniente extender la metodologia a otros tipos de quesos no sélo para

evaluar su edad o los cambios en proceso, sino también para identificar los parametros que
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permitan diferenciarlos en funcién de su origen geografico, los tratamientos térmicos a los que

fue sometida la leche, entre otros.
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Anexo A. Metodologias

Tabla A.1. Estandares y resultados de calibracion para metil ésteres de acidos grasos (FAMES)
A.1 Elaboracion de queso blando tipo Camembert (Leclercq-Perlat et al., 2004)
A.2 Determinacion de lactosa y acido lactico (Leclercq-Perlat et al., 1999)

A.3 Determinacion de fracciones nitrogenadas por (Leclercqg-Perlat et al., 2000)
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Tabla A.1 Estandares y resultados de calibracion para metil ésteres de acidos grasos (FAMES)

COMPUESTO " PUREZA 2
Nombre trivial | Nombre sistematico CAS (%) R R
Saturados
Butirico 4:0 107-92-6 99 0,99919 0,99838
Hexanoico 6:0 142-62-1 99,8 0,99976 0,99952
Heptanoico 7:0 111-14-8 99 0,99983 0,99966
Octanoico 8:0 124-07-2 99,9 0,99987 0,99974
Nonanoico 9:0 112-05-0 99,9 0,99989 0,99978
Decanoico 10:0 334-48-5 99,5 0,99990 0,99980
Undecanoico 11:0 112-37-8 99,9 0,99992 0,99984
Laurico 12:0 143-07-7 97,6 0,99992 0,99984
Tridecanoico 13:0 638-53-9 99 0,99992 0,99984
Tetradecanoico 14:0 544-63-8 99,9 0,99991 0,99982
Pentadecanoico 15:0 1002-84-2 99,9 0,99992 0,99984
Palmitico 16:0 57-10-3 99,9 0,99988 0,99976
Heptadecanoico 17:0 506-12-7 99,5 0,99990 0,99980
Octadecanoico 18:0 57-11-4 99,9 0,99990 0,99980
Nonadecanoico 19:0 646-30-0 99,1 0,99984 0,99968
Araquidico 20:0 506-30-9 99,9 0,99940 0,99880
Heneicosanoico 21:0 2363-71-5 99,9 0,99992 0,99984
Docosanoico 22:0 112-85-6 99,2 0,99994 0,99988
Tricosanoico 23:0 2433-96-7 99,9 0,99996 0,99992
Lignocérico 24:0 557-59-5 99,9 0,99994 0,99988
Monoinsaturados
Miristoleico 14:1n9c¢ 544-64-9 99,6 0,99992 0,99984
Palmitoleico 16:1n9¢ 373-49-9 99.4 0,99991 0,99982
Cis 6- petroselinico 18:1n6¢ 593-39-5 99,9 0,99983 0,99966
Elaidico 18:1n9t 112-79-8 99,9 0,99707 0,99415
Oleico 18:1n9c¢ 54-11-4 99,9 0,99986 0,99972
cis-vaccenico 18:1Inllc 506-17-2 98,2 0,99937 0,99874
Eicosenoico 20:1nllc 5561-69-9 98,6 0,99957 0,99914
Erucico 22:1n13c¢ 112-86-7 99,9 0,99904 0,99808
Nervonico 24:1n15¢ 506-37-6 99,3 0,99510 0,99022
Poliinsaturados
Linoelaidico 18:2n9t,n12t 506-21-8 99,9 0,99983 0,99966
Linoleico 18:2n9¢,n12¢ 60-33-3 99,9 0,99991 0,99982
Linolenico 18:3n9¢c,n12¢,nl5¢c 463-40-1 99,9 0,99938 0,99876
Araquidonico 20:4n5c¢,n8c,nllc,nlde 506-32-1 99,6 0,99993 0,99986
cis-eicosapentaenoico 20:5n5¢,n8c,nllc,nldc,n | 10417-94-4 98,5 0,99447 0,98897
17¢
cis-docosahexanoico 22:6n4c,n7¢c,nl10c,nl3c, 301-01-9 98,5 0,99960 0,99920
nléc,nl9c

* CAS correspondiente al 4cido graso no metilado
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A.1 Elaboracion de queso blando tipo Camembert (Leclercq-Perlat et al.,
2004).

Antes de la fabricacion, la leche fue estandarizada mezclando leche entera con leche
descremada para obtener una relacion grasa/proteina entre 0,85 y 0,89. Para cada lote se
utilizaron 100 L de leche cruda, obteniéndose un total de 45 quesos de 360 g + 20 g en cada

fabricacion.

Después de pasteurizacion a 75-77 °C durante 30 segundos, la leche fue inoculada con un
cultivo lactico y con un cultivo de maduracion (Brevibacteriun linens, Kleuveromyces lactis,
Geotricum candidum y Penicilium camemberti). Una vez alcanzado un pH de 6,3 + 0,1, a cada
100 L de leche se le adicionaron 20 mL de cuajo con un contenido de 520 mg de quimosina/mL.
Al termino de la coagulacion, aproximadamente 40 min, la cuajada fue cortada en cubos de 2 cm
por arista y se dejo drenar por 40 min. Transcurrido el tiempo, fue vertida en moldes cilindricos
de 110 mm de didmetro por 77 mm de altura que fueron llenados en una sola operacion. Estos
fueron invertidos a los 30 min y 5 h y se dejaron drenar por gravedad durante 24 h. Los quesos
desmoldados fueron salados por inmersion en salmuera estéril saturada (300 g NaCl/L) durante

25 min.

El proceso de maduraciéon se inicid después del salado (dia 1). Los quesos fueron
transferidos en una camara de maduracion de 2 m’ previamente esterilizada con 4cido peracético.
Inicialmente fueron mantenidos a 13 °C + 1 °C y una humedad relativa del 85 % + 2 % (HR)
durante 24 h. A partir del segundo dia (escrito d2) la humedad se increment6 hasta el 95 % + 2 %
HR que fue mantenida hasta d15. En d 15 los quesos fueron embalados y dejados a madurar a 4

°C y humedad desconocida hasta d27.

A.2 Determinacion de lactosa y acido lactico (Leclercq-Perlat et al., 1999)

La lactosa residual y el acido lactico se midieron por Cromatografia de Liquidos de Alto
Desempeiio (HPLC). Antes del analisis instrumental se prepararon suspensiones utilizando 10 g
de queso para el lactato y 7.5 g para la lactosa. A las muestras de queso finamente ralladas se les

agregaron 10 mL de agua destilada y se incubaron a 50 °C durante 1 h antes de ser
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homogeneizadas utilizando un homogeneizador Ultra-Turrax T25 (Janke & Kundel, IKA-
Labortechnik, Staufel, Germany) a 25,000 rpm durante 2 min.

Enseguida, a las suspensiones para la medicion de lactato se les adiciond 12,5 mL de la
solucion I de Carrez (150 g K4(Fe(CN)s)-6H,0 L), 12,5 mL de la solucion de Carrez IT (240 g
Zn(CH;COO0),)-2H,0 L) y 2,5 mL de NaOH IM. Después de homogeneizar ¢ incubar las
suspensiones por 1 h a 25 °C, se filtraron dos veces, la primera utilizando papel filtro Whatman
No. 42 (Whatman International Limited) y la segunda sobre un filtro de celulosa (0,2 pm;

Minisart SP25, Sartorius, Tigery, France).

Para la medicion de lactato, a las suspensiones se les agregaron 10 mL de é&cido
tricloroacético y 10 ml de agua destilada, se homogeneizaron e incubaron durante 1 ha 25 °Cy se

filtraron utilizando papel filtro Whatman No. 42 (Whatman International Limited).

Las condiciones y equipo utilizados para los analisis HPLC fueron descritos por Picque et
al. (1993). Las muestras se analizaron con un equipo provisto de un detector refractométrico. La
separacion de los compuestos se realizé con una columna Aminex HPX87H (Biorad) utilizando
como fase movil una solucion 0,005 M H,SOy, a una velocidad de 0,6 mL min”'. Como estandar

interno se utilizé una solucion de 4cido propiodnico al 1%.

A.3 Determinacion de fracciones nitrogenadas por (Leclercq-Perlat et al.,
2000)

La metodologia descrita por Leclercq-Perlat et al. (2000) fue utilizada para evaluar las
fracciones nitrogenadas Nitrogeno Soluble en Acido (NSA), Nitrogeno no Proteico (NNP),
amoniaco (NH,") y Nitrogeno Total (NT). El NT fue evaluado de acuerdo al estandar de la
International Dairy Federation (FIL IDF No. 20b, 1993).

Las diferentes fracciones nitrogenadas se obtuvieron por precipitacion selectiva de las
muestras de queso y el contenido de nitrogeno se determind por el método de Kjeldahl. A 5 g de
queso rallado se le adicionaron 45 mL de una solucién de NaCl (9 g/L) y se homogeneizaron con

el Ultra-Turrax a 25,000 rpm durante 5 minutos. A una alicuota de 20 mL de esta suspension se
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le adicionaron 20 mL de una solucién de acido Tricloroacético (240 g TAC/L) y se homogeneiz6
con el Ultra-Turrax a 25,000 rpm durante 2 minutos. Después de una incubacion a 25 °C durante
1 h, se filtr6 usando papel filtro Whatman No. 42. El sobrenadante asi obtenido corresponde a la

fraccion de Nitrogeno No Proteico (NNP).

La suspension restante fue ajustada a pH 4,6 con HCI 2N y se incub6 a 25 °C durante 20
min. Posteriormente se centrifugd durante 30 min a 12 000 g y se filtré con papel filtro Whatman

No. 42. El filtrado obtenido corresponde al Nitrogeno Soluble en Acido (NSA).

Para la medicion de NH3, a una alicuota de 1 mL de la solucion de NNP se le adicionaron
49 mL de agua destilada y 1 mL de la solucion de Nessler (Prolabo). Después de 1 min de
incubacion a 25 °C, se analiz6 por espectroscopia a 430 nm (Shimadzu UV-160A, Kyoto, Japan).
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Anexo B. Leche

Tabla B.1. Perfil de acidos grasos (FAMES) de leche y productos similares expresado en g 100

-1 , .
g de acidos grasos.

Tabla B.2. Distancias Mahalanobis al cuadrado y probabilidad de clasificacion en funcion de la
etiqueta para los perfiles de 4acidos grasos de las muestras individuales leche y

productos similares.

Tabla B.3. Distancias Mahalanobis al cuadrado y probabilidad de clasificacion en funcion de la
etiqueta para los perfiles de 4acidos grasos de las muestras individuales leche y

productos similares.

Tabla B.4 Perfil de 4cidos grasos (FAMES) de leches adulteradas con grasas exdgenas expresado
en g 100 g™ de 4cidos grasos. Codigo de las muestras: MGxyz, donde x es la grasa, y el

nivel y z la repeticion.
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Tabla B.1. Perfil de concentracién de 4cidos grasos (FAMES) de leche y productos similares expresado en g 100 g™ de 4cidos grasos.

ETIQUETA® NOM-155-SCFI-2003"

TR ACIDO GRASO FL L PLC FL L

media c Ccv media c Cv media c Ccv media c CV | media c Ccv
11,27 | Hexanoico 0,0334 10,0747 |2,2361 | 0,2220 |0,1195|0,5385 - - - 0,1670 - - 0,2220 |0,1195]0,5385
12,54 | Octanoico 0,0581 |0,0667|1,1474| 0,2812 |0,1277 (10,4539 | 0,0308 |0,0309 | 1,0031 | 0,1674 - - 0,2812 10,1277 0,4539
13,61 | Decanoico 0,2274 10,2520 | 1,1079 | 0,9467 |0,3586 | 0,3787| 0,1192 |0,0811|0,6807 | 0,6602 - - 0,9467 |0,3586|0,3787
13,91 |4-decenoico 0,0211 |0,0265|1,2564 | 0,0838 | 0,0420|0,5012 | 0,0102 {0,0118 | 1,1595| 0,0649 - - 0,0838 |0,042010,5012
14,20 | Undecanoico 0,0035 10,0078 12,2361 | 0,0233 | 0,0164 | 0,7056 - - - 0,0174 - - 0,0233 | 0,0164 | 0,7056
14,88 | Laurico 0,4856 |10,452810,9325| 1,5775 10,5096 | 0,3230 | 0,3000 |0,2092 | 0,6972 | 1,2280 - - 1,5775 10,5096 | 0,3230
15,12 | P2 0,0082 10,0123 (1,5132 | 0,0335 [0,0153{0,4570| 0,0032 |0,0065 |2,0000| 0,0278 - - 0,0335 |{0,0153]0,4570
15,30 | 10-metil-dodecanoico 0,0174 10,0256 | 1,4722 | 0,0616 |0,0280 | 0,4541| 0,0076 |0,0151|2,0000| 0,0568 - - 0,0616 |0,0280 | 0,4541
15,70 | Tridecanoico 0,0155 |0,0195|1,2541| 0,0554 |0,02350,4240 | 0,0075 |0,0089 | 1,1785 | 0,0475 - - 0,0554 |0,02350,4240
16,22 | P4 0,0325 10,0441 |1,3543 | 0,0959 |0,04310,4490| 0,0140 [0,0175|1,2447 | 0,1066 - - 0,0959 |0,0431|0,4490
16,72 | Tetradecanoico 2,3403 12,6354 11,1261 | 7,3556 |2,0209 |0,2747 | 1,2348 |1,0550|0,8544 | 6,7624 - - 7,3556 |2,0209|0,2747
17,30 | Miristoleico 0,1703 10,2036 | 1,1950 | 0,5452 [0,1598 {0,2930 | 0,0866 |0,0922 |1,0649 | 0,5053 - - 0,5452 10,1598 | 0,2930
17,40 | 9-metil-tetradecanoico 0,0796 |0,0979|1,2287| 0,2212 | 0,0766 | 0,3461 | 0,0385 | 0,0385|1,0002 | 0,2442 - - 0,2212 |0,0766 | 0,3461
17,640 | 12-metil-tetradecanoico 0,1441 |0,1743|1,2095| 0,4288 |0,1393|0,3250| 0,0713 | 0,0717 | 1,0065 | 0,4353 - - 0,4288 10,1393 |0,3250
18,06 | Pentadecanoico 0,3139 |0,3551|1,1314| 0,8839 |0,2484 (10,2810 | 0,1642 |0,1369 | 0,8338 | 0,9127 - - 0,8839 10,2484 |0,2810
18,28 | P7 0,0197 10,0227 |1,1535| 0,0545 |0,0649|1,1893 | 0,0111 [0,0138 | 1,2456 | 0,0544 - - 0,0545 10,0649 |1,1893
18,93 | 14-metil-pentadecanoico 0,0987 10,1180 [ 1,1960| 0,2499 |0,0738 |0,2955 | 0,0498 |0,0513]1,0303 | 0,2943 | - - 10,2499 [0,07380,2955
19,81 | Palmitico 16,6840 | 7,7752 | 0,4660 | 28,5246 | 5,2267 | 0,1832 | 13,6466 | 4,3703 | 0,3202 | 28,8336 | - - 128,5246|5,2267|0,1832
20,26 | P11 0,0420 |0,0445]1,0609 | 0,0468 |0,0283|0,6035| 0,0239 [0,0214 |{0,8967 | 0,1144 - - 0,0468 |0,0283 | 0,6035
20,39 | 7-hexadecenoico 0,0962 |0,0857 (10,8906 | 0,1777 [0,0613|0,3452| 0,0643 |0,0547|0,8508 | 0,2239 - - 0,1777 10,0613 |0,3452
20,58 | Palmitoleico 0,4665 10,4530 (09711 | 1,1545 [0,2406 | 0,2084 | 0,3042 |0,3131]1,0292| 1,1157 - - 1,1545 |0,2406 | 0,2084
20,92 | P13 0,0072 10,0161 |2,2361| 0,0073 |0,0134|1,8318 | 0,0090 |0,0180 | 2,0000 - - - 0,0073 10,0134 |1,8318
21,13 | 14-metil-hexadecenoico 0,1353 |0,1861|1,3757| 0,3964 |0,1715|0,4327 | 0,0633 |0,1078 | 1,7035 | 0,4232 - - 0,3964 | 0,1715|0,4327
22,29 | 15-metil-hexadecenoico 0,1612 |0,2302|1,4281| 0,4294 |0,1770|0,4122 | 0,0777 |0,1553 |2,0000 | 0,4955 - - 0,4294 10,1770 0,4122
24,73 | Heptadecanoico 0,3992 10,2386 |0,5976| 0,5883 |0,2166|0,3681| 0,3292 |0,2079|0,6315| 0,6792 - - 0,5883 10,2166 0,3681

* Etiqueta, L: Leche y FL: Férmula lactea
® NOM-15 5-SCFI-2003, L: Leche, FL: Formula lactea y PLC: Producto lacteo combinado
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Tabla B.1. Continuacion...

ETIQUETA® NOM-155-SCFI-2003"

TR ACIDO GRASO FL L PLC FL L

media c Ccv media c Cv media c Ccv media c CV | media c Ccv
27,42 | P16 0,0953 |0,1315]1,3797| 0,1802 |0,0811|0,4502 | 0,0539 |0,1078 |2,0000 | 0,2611 - - 0,1802 |0,0811 10,4502
32,61 | Octadecanoico 17,7285 14,3044 | 0,2428 | 14,6554 | 4,3232(0,2950| 18,0559 14,8979 10,2713 | 16,4189 | - - 14,6554 14,3232 10,2950
33,17 | P17 14,3528 | 8,8838 | 0,6190 | 1,0959 |0,6300 | 0,5748 | 17,4429 | 6,4477 | 0,3696 | 1,9925 - - 1,0959 |0,6300 | 0,5748
33,51 | Cis-6-petroselinico 1,0949 |0,5177|0,4728 | 0,3308 |0,2008 | 0,6071 | 1,2647 |0,4065|0,3214 | 0,4160 - - 0,3308 |0,2008 | 0,6071
33,61 |Oleico 26,1546 15,0663 |0,1937 25,9240 |4,1739|0,1610 | 26,4677 | 5,7939 | 0,2189 | 24,9023 - - 125,924014,1739|0,1610
33,88 | Cis-vaccenico 2,2453 10,9067 10,4038 | 0,8783 10,2578 10,2935 | 2,5859 |0,5682(0,2197 | 0,8831 - - 0,8783 |0,2578 | 0,2935
34,11 | 12-octadecenoico 2,6902 |1,7181 (10,6387 | 0,3218 [0,2229{0,6927 | 3,2275 |1,4181|0,4394 | 0,5408 - - 0,3218 |0,22290,6927
34,39 | 13-octadecenoico 0,6165 10,3610 |0,5855| 0,0279 |0,0157{0,5627 | 0,7564 |0,2082|0,2752| 0,0571 - - 0,0279 10,0157 0,5627
34,53 | P19 0,0291 |0,0652|2,2361 | 0,0178 |0,0214 |1,2002 | 0,0364 |0,0729 | 2,0000 - - - 0,0178 |0,0214 | 1,2002
34,66 | Linoelaidico 1,6330 |0,9257|0,5669 | 0,8703 |0,2674(0,3072 | 1,7711 | 1,0077|0,5689 | 1,0806 - - 0,8703 |0,2674 10,3072
34,92 | 11-metil-octadecanoico 0,3321 |0,1890]0,5691 | 0,0664 |0,05390,8117 | 0,3776 |0,1840(0,4874 | 0,1503 - - 0,0664 |0,0539|0,8117
35,13 | P20 0,0972 10,0557 (10,5734 | 0,1340 [0,1131(0,8437| 0,0900 |0,0616|0,6846| 0,1258 - - 0,1340 |0,1131|0,8437
35,25 | P21 0,2754 10,3846 |1,3965| 0,0204 | 0,0588 |2,8829 | 0,3198 |0,4291 | 1,3416 | 0,0979 - - 0,0204 | 0,0588 | 2,8829
35,46 | P22 0,2032 10,2354 |1,1585| 0,0099 |0,0397 |4,0000| 0,2143 {0,2703 | 1,2611 | 0,1586 - - 0,0099 |0,0397 | 4,0000
35,59 | P23 0,1238 |0,1220|0,9851 | 0,0408 | 0,0647|1,5853 | 0,1548 |0,1160 | 0,7493 - - - 0,0408 | 0,0647 | 1,5853
35,77 | Linoleico 2,6054 10,4412 (10,1694 | 6,0598 |7,2213(1,1917| 2,4689 |0,3680|0,1490| 3,1513 - - 6,0598 |7,2213|1,1917
36,31 | P24 0,2837 10,1479 |0,5213 | 0,0394 |0,0374{0,9514| 0,3313 |0,1186|0,3578 | 0,0933 - - 0,0394 |0,0374]0,9514
36,49 | P25 0,0050 |0,0112|2,2361| 0,0512 |0,1392|2,7181 - - - 0,0250 - - 0,0512 |0,1392]2,7181
36,87 | Nonadecanoico 0,0373 10,0519|1,3917| 0,1074 | 0,1900 | 1,7685 | 0,0200 |0,0401 |2,0000 | 0,1065 - - 0,1074 |0,1900 | 1,7685
37,78 | P27 0,0100 |0,0223|2,2361| 0,0751 |0,15272,0320 | 0,0125 {0,0249 | 2,0000 - - - 0,0751 10,1527 |2,0320
38,02 | P28 0,0336 |0,0475|1,4165| 0,0977 |0,0618 [ 0,6325| 0,0167 |0,0333|2,0000| 0,1011 - - 0,0977 10,0618 |0,6325
38,22 | P29 - - - 0,0401 |0,0491|1,2264 - - - - - - 0,0401 |0,0491 | 1,2264
39,06 | Linolenico 0,2512 10,2069 0,8237| 0,8373 |1,0440|1,2469 | 0,1698 |0,1134 (0,6679 | 0,5771 - - 0,8373 |1,0440 | 1,2469

* Etiqueta, L: Leche y FL: Férmula lactea
® NOM-155-SCFI-2003, L: Leche, FL: Formula lactea y PLC: Producto lacteo combinado
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Tabla B.1. Continuacion...

ETIQUETA® NOM-155-SCFI-2003"

TR ACIDO GRASO FL L PLC FL L

media c Ccv media c Cv media c Ccv media c CV | media c Ccv
40,68 | P30 0,2444 10,3834 |1,5689 | 0,6292 |0,27750,4410 | 0,0866 |0,1732 |2,0000 | 0,8757 - - 0,6292 |0,2775|0,4410
42,47 | Araquidico 0,5135 |0,286510,5578 | 0,2677 |0,1270|0,4746 | 0,5697 |0,2973 10,5219 | 0,2890 - - 0,2677 10,1270 0,4746
43,26 | P31 0,1932 10,1612 |0,8344 | 0,0411 [0,0678 | 1,6491 | 0,1927 |0,1862|0,9660 | 0,1953 - - 0,0411 |0,0678 | 1,6491
43,55 | P32 0,0401 |0,0579|1,4448 | 0,0689 |0,0731|1,0611 | 0,0501 {0,0617 | 1,2307 - - - 0,0689 |0,0731]1,0611
43,97 | Eicosenoico 0,0981 |0,0450]0,4590| 0,1550 |0,1629 |1,0509 | 0,1050 |0,0488 [ 0,4649 | 0,0704 - - 0,1550 |0,1629 | 1,0509
44,17 | P33 0,0264 |0,037211,4097| 0,0016 | 0,0064 | 4,0000 | 0,0134 |0,0267 |2,0000 | 0,0785 - - 0,0016 |0,0064 | 4,0000
4592 | P34 - - - 0,0442 10,0323 10,7307 - - - - - - 0,0442 10,0323 |0,7307
46,67 | Heneicosanoico 0,0261 |0,0251]0,9635| 0,1035 |0,07270,7023 | 0,0222 |0,0273 | 1,2258 | 0,0413 - - 0,1035 |0,072710,7023
46,94 | P35 0,0483 |0,0519|1,0751| 0,0253 |0,0521 |2,0575| 0,0304 |0,0383(1,2592| 0,1196 - - 0,0253 |0,0521 12,0575
47,60 | Araquidonico 0,0773 10,0924 | 1,1948 | 0,2000 | 0,0873|0,4366| 0,0416 | 0,0538 | 1,2918 | 0,2200 - - 0,2000 | 0,0873|0,4366
49,46 | Eicosapentaenoico 5,5533 |2,086410,3757| 1,9458 10,9353 10,4807 | 6,2060 |1,7218 | 0,2774 | 2,9428 - - 1,9458 |0,9353 10,4807
51,78 | Tricosanoico 0,0335 10,0459 | 1,3697 | 0,0366 |0,0610 | 1,6688 | 0,0206 |0,0411|2,0000| 0,0852 - - 0,0366 | 0,0610 | 1,6688
52,66 | P36 0,0092 10,0206 |2,2361 | 0,0075 |0,0181 |2,4165 - - - 0,0460 - - 0,0075 10,0181 |2,4165
53,58 | Lignocerico 0,1407 10,0636 |0,4522| 0,0732 |0,0450|0,6148 | 0,1568 |0,0606 | 0,3863 | 0,0763 - - 0,0732 |0,0450{0,6148
54,25 | Docosahexaenoico 0,0365 |0,0817]2,2361| 0,0734 |0,0755|1,0294 - - - 0,1826 - - 0,0734 |0,0755|1,0294

* Etiqueta, L: Leche y FL: Férmula lactea
® NOM-155-SCFI-2003, L: Leche, FL: Formula lactea y PLC: Producto lacteo combinado
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Tabla B.2. Distancias Mahalanobis al cuadrado y probabilidad de clasificacion en funcion de
la etiqueta para los perfiles de acidos grasos de las muestras individuales leche y

productos similares.

Distancia Mahalanobis Proba.blhda.q de
Muestra Val.ores de Clasificacion
Clasificacion FL L FL L
p=0,1667 | p=0,8333
Calibracion
A FL 5,000 1178,701 1,00 0,00
B1 FL 5,000 1140,558 1,00 0,00
E L 1083,969 2,973 0,00 1,00
F1 L 1285,431 5,689 0,00 1,00
G2 L 1082,329 2,126 0,00 1,00
Hl1 L 1225,408 1,518 0,00 1,00
I L 1096,650 5,445 0,00 1,00
J1 L 1225,603 1,983 0,00 1,00
K2 L 1123,616 6,765 0,00 1,00
12 L 1134,528 0,900 0,00 1,00
F3 L 1117,893 0,872 0,00 1,00
G3 L 1200,871 1,729 0,00 1,00
Validacion Cruzada

*C FL 6360,29 2161,345 0,00 1,00
*D FL 13315,85 6975,257 0,00 1,00
Gl L 1241,76 3,477 0,00 1,00
F2 L 1008,24 7,466 0,00 1,00
H2 L 1302,31 6,910 0,00 1,00
K1 L 847,40 30,767 0,00 1,00
K3 L 7026,10 2555,063 0,00 1,00
L L 1108,26 1,441 0,00 1,00
B2 FL 2152,90 6372,516 1,00 0,00

* (Clasificaciones incorrectas
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Tabla B.3. Distancias Mahalanobis al cuadrado y probabilidad de clasificacion en funcion de
la etiqueta para los perfiles de acidos grasos de las muestras individuales leche y

productos similares.

Valores de Distancia Mahalanobis Probabilidad de Clasificacion
Muestra Clasificacion FL L PLC p=£ 01§33 p=0{-‘8333 p=I:){_6533
Calibracion
A PLC 4654,691 | 7564,406 0,000 0,000 0,000 1,000
FL 0,000 1348,201 4654,691 1,000 0,000 0,000
E L 1400,116 8,100 7512,953 0,000 1,000 0,000
F1 L 1328,094 8,100 7753,773 0,000 1,000 0,000
G2 L 1387,747 8,100 7591,005 0,000 1,000 0,000
H1 L 1355,003 8,100 7585,889 0,000 1,000 0,000
I L 1311,190 8,100 7635,000 0,000 1,000 0,000
1 L 1524,438 8,100 7918,892 0,000 1,000 0,000
K2 L 1358,334 8,100 7575,131 0,000 1,000 0,000
2 L 1315,068 8,100 7336,282 0,000 1,000 0,000
F3 L 1338,542 8,100 7379,636 0,000 1,000 0,000
G3 L 1244,477 8,100 7436,501 0,000 1,000 0,000
Validacién Cruzada
B1 PLC 5048,551 | 11415,187 | 4828,931 0,000 0,000 1,000
*D PLC 105,304 1047,004 5164,068 1,000 0,000 0,000
Gl L 551,318 278,403 5577,334 0,000 1,000 0,000
F2 L 2222923 147,362 8442,834 0,000 1,000 0,000
H2 L 2513,858 362,229 10421,246 0,000 1,000 0,000
K1 L 590,699 231,711 6901,344 0,000 1,000 0,000
K3 L 1356,353 32,094 7965,874 0,000 1,000 0,000
L L 2328,306 134,910 8942,221 0,000 1,000 0,000
B2 PLC 4586,300 | 10061,031 2705,465 0,000 0,000 1,000

* (Clasificaciones incorrectas
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Tabla B.4 Perfil de acidos grasos (FAMES) de leches adulteradas con grasas exdgenas expresado en g 100 g™ de 4cidos grasos. Codigo de las

muestras: MGxyz, donde x es la grasa, y el nivel y z la repeticion.

. MGT MGAL MGA2 MGA3 MGA4 MGBI
R Acido graso X leolowv| X | eolev| X | o]ev| x| o6 ]ev]| x| o6 ]ev] X | ¢ |cv
8,62 | P1 8,270 | 3,211 | 0,388
9,55 | Butirico 1,124 0,752 | 0,669 0,343 | 0,101 | 0,295
11,34 | Hexanoico 1,262 | 0,142 0,112 1,242 | 0,049 | 0,039 0,897 | 0,133 | 0,148 | 0,597 | 0,098 | 0,164 | 0,333 | 0,017 | 0,052 0,904 | 0,051 | 0,057
11,75 | P2 0,094 | 0,010| 0,105
12,58 | Octanoico 1,002 | 0,096 | 0,096 3,115] 0,566 | 0,182 4266| 0,125| 0,029 | 5,798 | 0,070 | 0,012 | 7,308 | 0,156 | 0,021 0,705 | 0,027 | 0,038
12,86 | P3 0,070 | 0,001 | 0,017
13,12 | Nonanoico 0,027 | 0,008 | 0,286 | 0,020 | 0,001 | 0,063| 0,018 0,001 | 0,050 | 0,014 | 0,001 | 0,105 0,017 0,003 | 0,181
13,65 | Decanoico 2,241 | 0,152| 0,068 3,560 | 0,320 | 0,090 4,187 | 0,113 | 0,027 | 4,903 | 0,069 | 0,014 | 5,748 | 0,066 | 0,011 1,601 | 0,082 | 0,051
13,93 | 4-decenoico 0,369 | 0,016 | 0,044 0,168 | 0,017 | 0,102 0,119 | 0,003 | 0,028 | 0,059 | 0,004 | 0,062 0,159 | 0,009 | 0,058
14,23 | Undecanoico 0,056 | 0,003 | 0,048 0,039 | 0,001 | 0,024 0,036 | 0,002 | 0,057 | 0,031 | 0,001 | 0,033 | 0,026 | 0,000 | 0,018 0,028 | 0,002 | 0,083
14,90 | Laurico 2,609 | 0,114 | 0,044 | 17,183 | 3,661 | 0,213 | 25,818 | 0,721 | 0,028 | 35,92 | 0,221 | 0,006 | 46,84 | 0,084 | 0,002 | 1,863 | 0,114 | 0,061
14,98 | P4
15,15 | Ciclopropanononanoico? 0,059 | 0,004 | 0,076 0,042 | 0,004 | 0,106 0,031 | 0,001 | 0,032 0,015]| 0,000 | 0,006 0,044 | 0,005 | 0,125
15,26 | PS5 0,172 | 0,007 | 0,041
15,34 | 10-metil dodecanoico? 0,111 | 0,004 | 0,034 0,080 | 0,009 | 0,114 0,061 | 0,003 | 0,042 | 0,032 | 0,005 | 0,166 | 0,006 | 0,002 | 0,345 0,080 | 0,009 | 0,111
15,72 | Tridecanoico 0,085 | 0,003 | 0,032| 0,070 | 0,004 | 0,054| 0,059 | 0,001 | 0,023 | 0,047 | 0,002 | 0,039 | 0,033 | 0,001 | 0,035| 0,058 0,004 | 0,062
16,24 | Isomero de ¢ 14 0,117 | 0,003 | 0,024 0,091 | 0,010| 0,105 0,064 | 0,003 | 0,041 | 0,031 | 0,003 | 0,100 0,086 | 0,003 | 0,040
16,57 | P6 0,031 | 0,002 | 0,078
16,74 | Tetradecanoico 8,590 | 0,212 | 0,025 | 12,334 | 0,601 | 0,049 | 13,901 | 0,401 | 0,029 | 15,75| 0,183 | 0,012 | 17,85| 0,111 | 0,006 6,276 | 0,241 | 0,038
17,31 | Miristoleico 1,310 | 0,040 | 0,030 0,565 | 0,065 0,115 0,403 | 0,012 | 0,029 | 0,201 | 0,006 | 0,031 0,543 | 0,024 | 0,044
17,41 | 9-metil tetradecanoico 0,270 | 0,006 | 0,021 | 0,198 | 0,026 | 0,130 | 0,136 | 0,007 | 0,052 | 0,069 | 0,001 | 0,012 0,191 | 0,008 | 0,041
17,66 | 12-metil tetradecanoico 0,478 | 0,011 | 0,023 0,360 | 0,045 | 0,124 0,256 | 0,007 | 0,026 | 0,128 | 0,002 | 0,013 0,352 | 0,014 | 0,039
17,93 | P8 0,054 | 0,007 | 0,123
18,07 | Pentadecanoico 0,919 | 0,020 | 0,021 0,689 | 0,085 0,123 0,492 | 0,008 | 0,016 | 0,250 | 0,002 | 0,008 | 0,015| 0,002 | 0,106 0,672 | 0,019 | 0,028
18,30 | P9 0,065 | 0,008 | 0,122 0,032 | 0,003 | 0,102 0,025 | 0,002 | 0,093 0,038 | 0,001 | 0,020
18,78 | P10 0,049 | 0,006 | 0,130
18,95 | 14-metil pentadecanoico 0,265 | 0,009 | 0,034 0,195 0,025 0,129 0,142 | 0,004 | 0,031 | 0,068 | 0,002 | 0,024 0,192 | 0,006 | 0,033
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Tabla B.4 Continuacion...

- MGT MGA1 MGA2 MGA3 MGA4 MGB1
TR Acido graso Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv
19,83 | Palmitico 24,936 | 0,587 | 0,024 | 21,658 | 1,779 | 0,082 | 17,930 | 0,425 | 0,024 | 13,70 | 0,280 | 0,020 | 9,393 | 0,116 | 0,012 | 20,814 | 0,539 | 0,026
20,27 | P11 0,036 | 0,000 | 0,003
20,40 | 7-hexadecenoico 0,155 | 0,003 | 0,018 | 0,143 | 0,021 | 0,148 | 0,088 | 0,009 | 0,101 | 0,048 | 0,000 | 0,001 0,134 | 0,009 | 0,070
20,59 | Palmitoleico 1,257 | 0,030 | 0,023 | 0,949| 0,120 | 0,127 | 0,675| 0,009 | 0,013 | 0,343 | 0,008 | 0,024 | 0,022 | 0,002 | 0,108 | 0,946 | 0,033 | 0,035
20,81 | P12 1,569 | 0,093 | 0,060 0,019 0,016 | 0,868
21,17 | 14-metil hexadecanoico 0,477 | 0,036 | 0,075| 0,295| 0,025| 0,086 | 0,257 | 0,020 | 0,078 | 0,136 | 0,002 | 0,016 0,366 | 0,019| 0,051
22,41 | 15-metil hexadecanoico 0,412 | 0,025| 0,062 | 0,355| 0,042| 0,118 | 0,239| 0,010 | 0,043 | 0,123 | 0,018 | 0,150 0,333 | 0,019| 0,057
23,13 | P13
24,93 | Heptadecanoico 0,537 | 0,063 | 0,118 | 0,403 | 0,065| 0,162 | 0,283| 0,015| 0,052 | 0,159 | 0,033 | 0,210 0,413 ] 0,017 | 0,041
27,75 | 15-metil hexadecanoico
32,71 | Octadecanoico 11,106 | 0,416| 0,037 | 9,390 | 0,850 | 0,091 | 7,838 | 0,088 | 0,011 | 6,180 | 0,295 | 0,048 | 4,413 | 0,070 | 0,016 | 9,138 | 0,375 | 0,041
33,22 | Elaidico 3262 0,514| 0,157 | 2,294 | 0,201 | 0,088 | 2,181 0,672| 0,308 | 1,561 | 0,469 | 0,301 | 1,132 | 0,082 | 0,073 | 2,945 | 0,805 | 0,273
33,32 | 7-octadecenoico 3,850 | 2,381 0,618 | 1,712] 0,065| 0,038 | 2,069 | 0,917 | 0,443 | 1,182 | 0,234 | 0,198 1,645 | 0,222 0,135
33,47 | Cis-6-petroselinico 0,298 | 0,045| 0,152 | 0,230 0,028 | 0,124 | 0,150 | 0,024 | 0,160 | 0,058 | 0,010 | 0,177 0,216 | 0,037 | 0,169
33,71 | Oleico 21,998 | 0,762 | 0,035| 17,519 | 1,658 | 0,095| 13,989 | 0,139 | 0,010 | 9,897 | 0,190 | 0,019 | 5,348 | 0,017 | 0,003 | 21,136 | 1,070 | 0,051
34,01 | Cis-vaccenico 0,863 | 0,017| 0,020 | 0,638 0,048 | 0,076 | 0,486| 0,015| 0,031 | 0,268 | 0,030 | 0,112 | 0,065 | 0,021 | 0,323 | 0,924 | 0,049 | 0,053
34,30 | 12-octadecenoico 0,855 | 0,041 | 0,048| 0,212 0,007| 0,032| 0,168 | 0,011 0,065| 0,074 | 0,023 | 0,313 0,262 | 0,023 | 0,087
34,52 | Linoelaidico 0,115| 0,014| 0,120| 0,049 | 0,011 0,224| 0,134| 0,157 | 1,172 | 0,157 | 0,011 | 0,070 0,081 | 0,015| 0,184
34,80 | P14 0,658 | 0,055| 0,083 | 0,482 | 0,055| 0,113| 0,256| 0,113 | 0,442 0,468 | 0,024 | 0,052
35,09 | 11-metil-octadecanoico 0,074 | 0,026 | 0,357 | 0,047 | 0,006 | 0,126 | 0,033 | 0,005 | 0,148 0,042 | 0,002 | 0,058
35,26 | P15 0,105 | 0,035| 0,336| 0,082 0,042 | 0,514| 0,078 | 0,046 | 0,595
35,44 | P16 1,914 | 0,127 0,066 | 0,138 | 0,060 | 0,438 | 0,122 | 0,064 | 0,529 | 0,120 | 0,038 | 0,319 | 0,057 | 0,004 | 0,072
35,90 | Linoleico 2,599 | 0,092 | 0,035| 2,367 | 0,076 | 0,032| 1,995| 0,082 | 0,041 | 1,705| 0,046 | 0,027 | 1,282 | 0,051 | 0,040 | 15,250 | 0,934 | 0,061
36,52 | P18
36,97 | Nonadecanoico
37,96 | P19 0,184 | 0,021 0,116 0,187 0,023 | 0,125
38,22 | P20 0,074 | 0,008 | 0,104 | 0,053 | 0,012| 0,223 | 0,042 | 0,001 | 0,019 0,032 | 0,028 | 0,866
38,86 | P21
39,04 | P22 0,143 | 0,022 | 0,152
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Tabla B.4 Continuacion...

TR

Acido graso

MGT

MGA1

MGA?2

MGA3

MGA4

MGB1

Cv

Cv

Cv

Cv

x|

Cv

Cv

39,21

Linolenico

0,394

0,022

0,055

0,287

0,022

0,077

0,210

0,013

0,062

0,108

0,007

0,066

1,809

0,139

0,077

40,88

P23

0,614

0,027

0,045

0,365

0,072

0,196

0,289

0,011

0,038

0,132

0,007

0,057

0,445

0,030

0,068

42,02

P24

42,61

Araquidico

0,160

0,014

0,085

0,148

0,006

0,043

0,132

0,013

0,099

0,121

0,005

0,041

0,092

0,006

0,063

0,209

0,034

0,162

42,88

P25

43,66

P26

43,66

Eicosenoico

0,158

0,022

0,141

0,051

0,007

0,134

0,050

0,008

0,165

0,039

0,001

0,026

0,042

0,013

0,317

0,084

0,008

0,091

44,94

P27

45,80

P28

46,00

P29

47,01

Heneicosanoico

0,128

0,008

0,061

0,079

0,011

0,134

0,057

0,005

0,089

0,027

0,002

0,065

0,077

0,005

0,064

47,03

P30

47,60

Araquidonico

0,194

0,008

0,039

0,132

0,018

0,138

0,091

0,013

0,142

0,044

0,000

0,002

0,142

0,016

0,112

48,93

P31

49,51

Eicosapentaenoico

49,51

Docosanoico

51,78

Tricosanoico

52,36

P32

53,60

Lignocerico

53,93

Cis-()-docosahexaenoico
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Tabla B.4 Continuacion...

TR Acido graso I\EGBZ l\fGB3 MGCl I\fGCZ MGCB

X c (A% X c CvV X c Ccv X c (6\Y% X c CvV
8,62 |Pl 9,976 3,775 10,378 |5,906 |2,090 0,354 | 6,136 |2,179 | 0,355 |6,027 | 0,643 | 0,107 | 6,809 | 2,053 | 0,302
9,55 | Butirico 0,757 10,220 | 0,290
11,34 | Hexanoico 0,575 0,105 | 0,183 |0,235 0,027 {0,116 | 1,115 |0,015 |0,014 | 0,523 | 0,044 | 0,083 |0,233 | 0,035 | 0,150
11,75 | P2
12,58 | Octanoico 0,517 [0,075 [0,144 |1 0,223 0,014 [ 0,065 {0,785 |0,025 | 0,032 | 0,396 | 0,140 | 0,355 | 0,246 | 0,023 | 0,093
12,86 | P3 0,032 |0,018 | 0,567
13,12 | Nonanoico 0,021 0,002 | 0,105 | 0,012 | 0,001 | 0,075
13,65 | Decanoico 1,175 10,173 | 0,147 (0,529 |0,021 | 0,040 | 1,761 |0,062 | 0,035 | 0,904 | 0,366 | 0,404 | 0,577 | 0,067 | 0,117
13,93 | 4-decenoico 0,117 |0,016 0,135 |0,053 |0,002 |0,033 |0,175 {0,007 |0,042 |0,108 | 0,007 | 0,066 |0,057 |0,008 | 0,132
14,23 | Undecanoico 0,021 |0,002 | 0,077 0,031 {0,002 |0,062 | 0,021 | 0,001 |[0,063 |0,013 |0,000 |0,032
14,90 | Laurico 1,383 0,178 | 0,129 0,632 |0,047 | 0,074 | 2,046 |0,079 | 0,038 | 1,081 | 0,445 | 0,411 | 0,729 | 0,046 | 0,063
14,98 | P4 0,067 |0,002 | 0,030 | 0,030 |0,024 |0,805
15,15 | Ciclopropanononanoico ? | 0,031 |0,003 | 0,095 | 0,021 |0,006 | 0,290 | 0,046 |0,002 | 0,043 | 0,038 | 0,014 | 0,373 | 0,017 | 0,000 | 0,022
15,26 | P5 0,086 |0,003 |0,038 | 0,050 | 0,025 | 0,506 | 0,032 | 0,003 | 0,100
15,34 | 10-metil dodecanoico ? 0,059 10,009 |0,157 0,007 {0,002 | 0,245
15,72 | Tridecanoico 0,041 |0,008 |0,185 [0,023 |0,004 {0,176 | 0,062 |0,002 |0,038 |0,034 |0,011 0,315 | 0,020 [ 0,003 | 0,153
16,24 | Isomero de ¢ 14 0,064 |0,010 {0,160 | 0,028 |0,003 {0,111 |0,094 |0,004 | 0,042 | 0,058 | 0,027 | 0,470 | 0,032 | 0,004 | 0,126
16,57 | P6
16,74 | Tetradecanoico 4,645 10,804 0,173 | 2,145 0,097 |0,045 | 6,764 |0,218 0,032 |3,610 | 1,217 |0,337 | 2,303 | 0,238 | 0,104
17,31 | Miristoleico 0,392 [0,062 {0,158 | 0,176 |0,011 0,065 | 0,585 |0,022 | 0,037 {0,382 | 0,029 | 0,075 | 0,196 | 0,019 | 0,097
17,41 | 9-metil tetradecanoico 0,138 0,024 0,173 | 0,060 |0,001 {0,018 | 0,201 |0,005 | 0,026 | 0,106 | 0,029 | 0,272 | 0,069 | 0,006 | 0,090
17,66 | 12-metil tetradecanoico 0,254 10,041 {0,160 | 0,112 |0,007 | 0,063 |0,375 {0,014 |0,036 | 0,203 | 0,062 | 0,307 | 0,124 {0,013 | 0,103
17,93 | P8
18,07 | Pentadecanoico 0,499 10,092 0,185 {0,234 |0,010 | 0,043 |0,717 {0,022 |0,030 | 0,465 | 0,010 | 0,022 | 0,260 | 0,023 | 0,089
18,30 | P9 0,038 | 0,007 | 0,182 0,036 |0,003 |0,082 |0,098 | 0,145 | 1,472 | 0,028 | 0,006 | 0,225
18,78 | P10
18,95 | 14-metil pentadecanoico 0,143 0,024 | 0,168 | 0,065 |0,005 |0,084 |0,204 |0,009 |0,043 |0,118 | 0,033 0,278 | 0,072 | 0,006 | 0,082
19,83 | Palmitico 19,068 | 3,673 | 0,193 | 13,772 | 0,124 | 0,009 | 20,565 | 0,618 | 0,030 | 12,62 |3,396 | 0,269 | 10,10 | 1,041 | 0,103
20,27 | P11 0,025 |0,006 |0,234 0,038 {0,001 |0,031 |0,019 |0,010 |[0,501
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Tabla B.4 Continuacion...

TR Acido graso I\EGBZ l\fGB3 MGCl I\fGCZ MGCB

X c (A% X c CvV X c Ccv X c (6\Y% X c CvV
20,40 | 7-hexadecenoico 0,104 |0,020 |0,193 | 0,050 |0,002 | 0,039 | 0,159 | 0,009 |0,058 | 0,085 |0,021 | 0,246 | 0,073 0,012 | 0,163
20,59 | Palmitoleico 0,544 0,351 | 0,645 | 0,354 0,017 {0,049 | 1,039 |0,039 | 0,038 |[0,626 | 0,175 | 0,279 | 0,486 | 0,050 | 0,103
20,81 | P12 0,027 0,000 | 0,018 0,025 0,002 | 0,085 0,023 | 0,004 | 0,192
21,17 | 14-metil hexadecanoico 0,297 (0,052 (0,175 | 0,104 |0,014 |0,135 {0,350 |0,037 | 0,106 | 0,227 | 0,059 | 0,261 | 0,134 |0,015 | 0,111
22,41 | 15-metil hexadecanoico 0,238 0,071 [0,299 | 0,109 |0,002 | 0,015 | 0,362 |0,026 |0,071 | 0,195 | 0,050 | 0,256 | 0,128 | 0,008 | 0,059
23,13 | P13 0,048 | 0,001 | 0,028
24,93 | Heptadecanoico 0,326 |0,063 {0,193 | 0,188 |0,005 |[0,028 | 0,454 |0,026 | 0,058 0,308 | 0,016 | 0,053 | 0,186 | 0,023 | 0,123
27,75 | 15-metil hexadecanoico 0,175 10,012 {0,071 0,108 {0,019 | 0,176
32,71 | Octadecanoico 8,211 |1,651 |0,201 5,671 |0,285 0,050 | 8,868 |0,307 |0,035 | 6,380 | 0,056 | 0,009 | 4,435 |0,448 | 0,101
33,22 | Elaidico 1,600 | 0,490 | 0,306 1,212 [0,103 | 0,085 2,349 [0,503 | 0,214 | 1,844 |0,541 | 0,293 | 1,110 |0,018 | 0,017
33,32 | 7-octadecenoico 1,082 0,332 {0,307 | 1,342 |0,135 | 0,100 0,494 10,699 |1,414 | 1,238 | 0,337 | 0,272
33,47 | Cis-6-petroselinico 0,162 [0,027 {0,166 | 0,052 |0,003 | 0,054 {0,120 |0,141 | 1,169 | 0,142 | 0,002 | 0,016 | 0,062 | 0,011 | 0,171
33,71 | Oleico 22,672 14,092 | 0,180 |20,041 |0,427 |0,021 |29,456 | 0,179 |0,006 | 36,42 | 1,933 | 0,053 | 45,94 | 4,907 | 0,107
34,01 | Cis-vaccenico 1,104 0,201 0,182 (1,048 [0,098 |0,093 | 1,278 {0,196 |0,153 | 1,941 | 0,080 | 0,041 |2,663 |0,298 | 0,112
34,30 | 12-octadecenoico 0,196 |0,032 0,164 | 0,116 |0,021 |0,185 | 0,211 |0,134 |0,636 | 0,288 | 0,011 |0,037 | 0,360 |0,032 | 0,090
34,52 | Linoelaidico 0,164 |0,121 {0,738 | 0,054 |0,011 [0,210 {0,045 |0,008 | 0,180 0,181 | 0,082 |0,452
34,80 | P14 0,378 10,049 0,128 | 0,146 |0,008 | 0,055 | 0,443 |0,076 | 0,171 0,181 | 0,067 | 0,369
35,09 | 11-metil-octadecanoico 0,043 |0,005 | 0,127
35,26 | P15
35,44 | P16 0,200 | 0,005 | 0,027 | 0,158 |0,120 | 0,760 |0,244 | 0,042 | 0,172
35,90 | Linoleico 26,982 | 1,677 | 0,062 | 40,049 | 0,340 | 0,008 | 7,583 |0,363 |0,048 | 8,775 | 5,353 0,610 | 16,58 [ 0,708 | 0,043
36,52 | P18
36,97 | Nonadecanoico
37,96 | P19 0,361 |0,068 0,189 |0,518 |0,050 |0,097 |0,232 {0,022 |0,093 | 0,481 | 0,020 | 0,042 | 0,663 | 0,078 | 0,118
38,22 | P20 0,070 | 0,009 | 0,124 |0,361 | 0,591 | 1,637
38,86 | P21 0,041 0,005 | 0,133 | 0,027 |0,006 | 0,220 | 0,055 | 0,002 | 0,038 | 0,073 [ 0,014 | 0,196
39,04 | P22 0,293 0,048 0,166 | 0,350 |0,023 |0,065 | 0,102 |0,088 |0,871 |0,324 | 0,004 | 0,013 |[0,470 | 0,057 | 0,120
39,21 | Linolenico 3,556 0,636 (0,179 [4,504 |0,112 |0,025 | 2,435 |0,149 |0,061 | 4,182 | 0,214 | 0,051 | 6,272 | 0,676 | 0,108
40,88 | P23 0,308 | 0,026 | 0,084 | 0,120 |0,030 | 0,252 | 0,381 | 0,010 | 0,027 | 0,268 |0,046 | 0,173 | 0,168 |0,032 | 0,192
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Tabla B.4 Continuacion...

TR Acido graso I\EGBZ l\fGB3 MGCl I\fGCZ l\fG(B

X c (A% X c CvV X c Ccv X c (6\Y% X c CvV
42,02 | P24
42,61 | Araquidico 0,262 [0,053 |0,204 | 0,275 |0,025 [0,090 | 0,261 |0,010 | 0,038 | 0,335 | 0,081 | 0,243 | 0,496 | 0,061 | 0,123
42,88 | P25
43,66 | P26 0,084 |0,004 |0,047 | 0,075 | 0,026 | 0,342 | 0,031 | 0,001 |0,029
43,66 | Eicosenoico 0,131 |0,027 |0,202 | 0,150 |0,012 | 0,083 | 0,373 |0,023 0,062 | 0,599 | 0,094 |0,156 | 1,040 | 0,118 | 0,114
4494 | P27
45,80 | P28 0,050 |0,017 | 0,348 0,062 | 0,018 | 0,290
46,00 | P29 0,046 |0,022 (0,479 0,026 |0,023 |0,894 | 0,051 {0,004 |0,079 |0,067 | 0,001 0,013 |0,072 [ 0,005 | 0,065
47,01 | Heneicosanoico 0,059 0,017 | 0,293 0,086 |0,002 |0,019 0,031 {0,009 |0,285
47,03 | P30
47,60 | Araquidonico 0,104 [0,015 | 0,147 0,136 |0,004 | 0,027 [ 0,072 | 0,019 | 0,263 | 0,043 | 0,007 | 0,153
48,93 | P31
49,51 | Eicosapentaenoico 1,820 |0,028 | 0,016
49,51 | Docosanoico 0,269 |0,066 | 0,246 0,322 |0,017 | 0,053 0,132 {0,119 {0,904 | 0,361 | 0,053 |0,147
51,78 | Tricosanoico 0,034 |0,004 | 0,114 0,043 [0,011 | 0,255 | 0,065 | 0,016 | 0,253 | 0,112 | 0,008 | 0,074
52,36 | P32
53,60 | Lignocerico 0,085 0,026 | 0,303 [ 0,082 |0,009 |0,112
53,93 | Cis-()-docosahexaenoico 0,046 [0,011 0,234 0,127 10,019 | 0,148
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Tabla B.4 Continuacion...

L. MGC4 MGD1 MGD2 MGD3 MGD4
TR Acido graso Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv
8,62 | P1 6,347 | 0,024 | 0,004 | 6,555 0,621 | 0,095 59111 2,913 | 0,493 | 4,235 2,755| 0,651 | 5,055| 0,258 | 0,051
9,55 | Butirico 1,338 | 0,158 | 0,118 | 0,669 | 0,117 | 0,175 1,154 | 0,304 | 0,263
11,34 | Hexanoico 1,517 ] 0,064 | 0,042 1,468 | 0,090 | 0,061 | 1,534 | 0,063 | 0,041 | 1,808 | 0,106 | 0,058
11,75 | P2
12,58 | Octanoico 1,075 | 0,030 | 0,028 1,093 | 0,083 | 0,076 | 1,248 | 0,049 | 0,039 | 1,320 | 0,053 | 0,040
12,86 | P3
13,12 | Nonanoico 0,027 | 0,002 | 0,092 | 0,030| 0,001 | 0,035 0,038 | 0,003 | 0,070 | 0,041 | 0,002 | 0,052
13,65 | Decanoico 2,427 0,073 | 0,030| 2,600 | 0,220 | 0,085 | 2,957 | 0,095 | 0,032 | 3,174 | 0,082 | 0,026
13,93 | 4-decenoico 0,219 0,009 | 0,040 | 0,216 | 0,019 | 0,089 | 0,349 | 0,109 | 0,312 | 0,231 | 0,006 | 0,026
14,23 | Undecanoico 0,048 | 0,001 | 0,026 | 0,056 | 0,004 | 0,068 | 0,079 | 0,012 | 0,149 | 0,075| 0,002 | 0,021
14,90 | Laurico 0,019 | 0,000 | 0,011 2,837 0,114 ] 0,040 | 3,089 0,196 | 0,063 | 3,418 | 0,108 | 0,032 | 3,688 | 0,048 | 0,013
14,98 | P4
15,15 | Ciclopropanononanoico? 0,055 | 0,003 | 0,056| 0,060 | 0,001 | 0,024 | 0,056 | 0,003 | 0,055 | 0,057 | 0,000 | 0,004
15,26 | PS5
15,34 | 10-metil dodecanoico? 0,105 0,007 | 0,067 | 0,092 | 0,035 0,376| 0,175| 0,061 | 0,349 | 0,114 | 0,002 | 0,020
15,72 | Tridecanoico 0,084 | 0,003 | 0,038| 0,096| 0,012 | 0,122 | 0,107 | 0,004 | 0,038 | 0,109 | 0,001 | 0,010
16,24 | Isomero de ¢ 14 0,112 0,004 | 0,040 | 0,101 | 0,003 | 0,034 | 0,096 | 0,001 | 0,011 | 0,090 | 0,000 | 0,004
16,57 | P6
16,74 | Tetradecanoico 0,062 | 0,001 | 0,017 9,027 | 0,312 | 0,035| 9,588 | 0,528 | 0,055| 10,19| 0,389 | 0,038 | 10,52 | 0,069 | 0,007
17,31 | Miristoleico 0,702 | 0,023 | 0,033 0,650 | 0,025 0,039 | 0,869 | 0,357 | 0,411| 0,575| 0,004 | 0,007
17,41 | 9-metil tetradecanoico 0,264 | 0,006 | 0,021 0,263 | 0,010 | 0,036 | 0,271 | 0,009 | 0,034 | 0,269 | 0,001 | 0,003
17,66 | 12-metil tetradecanoico 0,474 0,011 0,023 | 0466 | 0,019 0,040 | 0,456 | 0,012 | 0,026 | 0,453 | 0,003 | 0,007
17,93 | P8
18,07 | Pentadecanoico 0,020 | 0,001 | 0,042 | 0,952 | 0,021 | 0,022 1,000 | 0,045 | 0,045 | 1,055 0,030 | 0,029 | 1,075| 0,007 | 0,007
18,30 | P9 0,023 | 0,003 | 0,119 0,035| 0,013 | 0,381 0,042 | 0,005| 0,111 | 0,064 | 0,019 | 0,294 | 0,042 | 0,006 | 0,140
18,78 | P10
18,95 | 14-metil pentadecanoico 0,246 | 0,006 | 0,023 | 0,230 | 0,008 | 0,036 | 0,213 | 0,006 | 0,028 | 0,195 | 0,003 | 0,015
19,83 | Palmitico 4,427 0,023 | 0,005 | 25,370 | 0,175| 0,007 | 25,636 | 1,138 | 0,044 | 26,12 | 0,553 | 0,021 | 25,75| 0,168 | 0,007
20,27 | P11 0,066 | 0,006 | 0,093 0,087 | 0,005 | 0,062 | 0,100 | 0,007 | 0,067 | 0,124 | 0,001 | 0,011
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Tabla B.4 Continuacion...

L. MGC4 MGD1 MGD2 MGD3 MGD4
TR Acido graso Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv
20,40 | 7-hexadecenoico 0,032 | 0,002 | 0,054 0,188 0,008 | 0,044 | 0,185 0,005 | 0,028 | 0,152| 0,026 | 0,173 | 0,194 | 0,000 | 0,002
20,59 | Palmitoleico 0,204 | 0,002 | 0,011 1,203 | 0,023 | 0,019 1,124 | 0,027 | 0,024 | 1,050 | 0,035 | 0,033 | 0,995| 0,005 | 0,005
20,81 | P12 0,020 | 0,003 | 0,144 | 0,030 | 0,004 | 0,139 1,508 | 0,232 0,154
21,17 | 14-metil hexadecanoico 0,482 | 0,036 | 0,076 | 0,461 | 0,066 | 0,144 | 0,499 | 0,049 | 0,099 | 0,454 | 0,011 | 0,023
22,41 | 15-metil hexadecanoico 0,470 | 0,011 0,023 0,440 | 0,013 | 0,030 | 0,427 | 0,029 | 0,068 | 0,397 | 0,014 | 0,036
23,13 | P13 0,065 | 0,007 | 0,110
24,93 | Heptadecanoico 0,052 | 0,001 | 0,028 | 0,560 | 0,023 | 0,041 0,566 | 0,015 0,026 | 0,551 | 0,033 | 0,059| 0,546 | 0,029 | 0,054
27,75 | 15-metil hexadecanoico 0,190 | 0,019 0,099 | 0,179 | 0,006 | 0,033 0,158 | 0,027 0,171
32,71 | Octadecanoico 1,890 | 0,007 | 0,003 | 11,075| 0,204 | 0,018 | 11,234| 0,525| 0,047 | 11,47 | 0,287 | 0,025 | 11,07 | 0,089 | 0,008
33,22 | Elaidico 2,875| 0,498 | 0,173 3,118 | 0,045| 0,014 | 3,544 | 1,825| 0,515| 2,779 | 0,157 | 0,056
33,32 | 7-octadecenoico 2,568 | 0,044 | 0,017 | 2,528 0,279 0,110 | 2,021 | 1,751 | 0,866 | 3,082 | 0,191 | 0,062
33,47 | Cis-6-petroselinico 0,396 | 0,021 | 0,052| 0493 0,016 0,032 | 0,563 | 0,037 | 0,066 | 0,628 | 0,007 | 0,011
33,71 | Oleico 51,110 | 0,169 | 0,003 | 20,165 | 0,392 | 0,019 | 18,454 | 0,412 | 0,022 | 16,70 | 0,818 | 0,049 | 14,85 | 0,138 | 0,009
34,01 | Cis-vaccenico 2,681 | 0,032 | 0,012| 0,756 | 0,086 | 0,114 | 0,797 | 0,023 | 0,029 | 0,675 | 0,089 | 0,133 | 0,648 | 0,057 | 0,088
34,30 | 12-octadecenoico 0,192 | 0,084 | 0,436| 0,227 | 0,008 | 0,034 | 0,463 | 0,338 | 0,729 | 0,096 | 0,052 | 0,540
34,52 | Linoelaidico 0,074 | 0,010| 0,138 | 0,068 | 0,008 | 0,110 | 0,085 | 0,001 | 0,014 | 0,093 | 0,006 | 0,064
34,80 | P14 0,739 | 0,014 | 0,018| 0,822 | 0,026 | 0,032 0,938 | 0,048 | 0,051 | 0,988 | 0,031 | 0,032
35,09 | 11-metil-octadecanoico 0,071 0,012 | 0,162 | 0,072 | 0,008 | 0,108 | 0,080 | 0,009 | 0,110| 0,092 | 0,008 | 0,089
35,26 | P15 0,142 | 0,020 | 0,138 | 0,102 | 0,038 | 0,372 | 0,143 | 0,080 | 0,559 | 0,090 | 0,044 | 0,488
35,44 | P16 0,249 | 0,009 | 0,036 0,103 | 0,034 | 0,326 | 1,189 0,185 | 0,155
35,90 | Linoleico 20,560 | 0,091 | 0,004 | 2,377 | 0,080| 0,033 | 2,020| 0,114| 0,056 | 1,550 | 0,031 | 0,020 | 1,375 | 0,030 | 0,022
36,52 | P18 0,049 | 0,011 0,222| 0,050 | 0,005 | 0,098 0,058 | 0,004 | 0,067
36,97 | Nonadecanoico 0,091 | 0,025| 0,278 | 0,080 | 0,004 | 0,052 0,075 | 0,001 | 0,019
37,96 | P19 0,859 | 0,009 | 0,011 0,018 | 0,008 | 0,409
38,22 | P20 0,080 | 0,012 | 0,149 | 0,051| 0,009 | 0,185 0,108 | 0,016 | 0,151
38,86 | P21 0,078 | 0,014 | 0,175
39,04 | P22 0,616 | 0,010| 0,016
39,21 | Linolenico 7,847 | 0,028 | 0,004 | 0,476 | 0,029 | 0,061 0,592 | 0,031 | 0,053 | 0,722 | 0,070 | 0,096 | 0,777 | 0,013 | 0,017
40,88 | P23 0,601 | 0,053 | 0,089 | 0,693| 0,011 0,016 0,815 0,083 | 0,102 | 0,798 | 0,020 | 0,025
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Tabla B.4 Continuacion...

. MGC4 MGD1 MGD2 MGD3 MGD4

TR Acido graso Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv Y c Cv
42,02 | P24 0,050 | 0,008 | 0,159
42,61 | Araquidico 0,584 | 0,007 | 0,013 | 0,167 | 0,009 | 0,052 | 0,163 | 0,016 | 0,096 | 0,171 | 0,024 | 0,139 | 0,156 | 0,003 | 0,019
42,88 | P25 0,024 | 0,004 | 0,174
43,66 | P26 0,123 ] 0,013 | 0,106 | 0,120 | 0,010 | 0,085 | 0,082 | 0,025 | 0,299 | 0,065| 0,010 | 0,160
43,66 | Eicosenoico 1,327| 0,009 | 0,007 | 0,047 | 0,010| 0,215| 0,071| 0,056| 0,797 | 0,112 | 0,070 | 0,631 | 0,117 | 0,008 | 0,070
44,94 | P27 0,050 | 0,001 | 0,018

45,80 | P28 0,062 | 0,002 | 0,029

46,00 | P29 0,076 | 0,001 | 0,013

47,01 | Heneicosanoico 0,088 | 0,001 | 0,013 | 0,049 | 0,023 | 0,477 | 0,060 | 0,018 | 0,294 | 0,022 | 0,002 | 0,113
47,03 | P30 0,031 | 0,003 | 0,106
47,60 | Araquidonico 0,153 | 0,013 | 0,084 | 0,124 | 0,007 | 0,060 | 0,089 | 0,011 | 0,124 | 0,056 | 0,003 | 0,056
48,93 | P31 0,044 | 0,008 | 0,178
49,51 | Eicosapentaenoico 1,896 | 0,315 0,166 | 1,855| 0,139 | 0,075 | 2,068 | 0,013 | 0,006
49,51 | Docosanoico 0,421 | 0,005 0,012

51,78 | Tricosanoico 0,137 | 0,002 | 0,013

52,36 | P32 0,939 0,073 | 0,078 | 1,002 | 0,077 | 0,076
53,60 | Lignocerico 0,096 | 0,014 | 0,146 0,107 | 0,084 | 0,786 | 0,046 | 0,012 | 0,263
53,93 | Cis-()-docosahexaenoico 0,154 | 0,008 | 0,049 0,105 | 0,006 | 0,054
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Anexo C. Queso Camembert

Tabla C.1. Anélisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de corazon (C) y subcorteza (SC)
de queso Camembert y prueba de la minima diferencia significativa de Fisher

(LSD) (p<0,05).

Tabla C.2. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los espectros Suspension Desgrasada de Queso
Camembert (DCS) y prueba de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD)
(p=<0,05)

Tabla C.3. Analisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de Grasa purificada (PF),
Nitrogeno Soluble en Acido (NSA), Caseina (CN) y Nitrogeno soluble (NS-
EtOH) e Insoluble (NI-EtOH) en Etanol y prueba de la minima diferencia
significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)
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Tabla C.1. Anélisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de corazén (C) y subcorteza (SC) de queso Camembert y prueba de la minima

diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

P value DIAS DE MADURACION
BANDAS CS ]
DiA |[LOTE d1 d2 d3 d4 ds dé a7 ds d10 d13 d15 d17 d20 d27
978 cm’! C [0,037% | 0,607 | 0,00022™ | 0,00025® | 0,00022 | 0,00025™ | 0,00029% | 0,00021% | 0,00027® | 0,00015° | 0,00023% | 0,00029™ | 0,00029® | 0,00028% | 0,00034° | 0,00073°
(NA) SC | 0,000% | 0,542 | 0,00025° | 0,00030® | 0,00025%| 0,00027°| 0,00026™ | 0,00019° | 0,00020° | 0,00025°| 0,00021° | 0,00031™ | 0,00021°| 0,00025°| 0,00042°| 0,00099°
1045 cm™ C | 0,057 | 0260 | 0,00166°| 0,00159°| 0,00143% | 0,00157°| 0,00149™ | 0,00138™ | 0,00136 | 0,00115™° | 0,00094™ | 0,00101° | 0,00101™ | 0,00116°° | 0,00082% | 0,00066"
(Lactosa + ms) SC [ 0,001% | 0,067 | 0,00195%| 0,00149°| 0,00146° | 0,00141 % | 0,001697 | 0,0012° [ 0,0012°® [ 0,0010°% | 0,00079™ | 0,0011™® | 0,00060° | 0,00084 ™ | 0,00073™ | 0,0006™ |
1082 cm™” C | 0,008% | 0,183 | 0,00258°| 0,00260°| 0,00241% | 0,00252% | 0,00245% | 0,00231°® | 0,00230°® | 0,0021°% | 0,00189™ | 0,00186™ | 0,00187% | 0,002™® | 0,00177% | 0,00162°
(Lactosa) SC | 0,005% | 0,280 | 0,00278% | 0,00240 " | 0,00245° | 0,00238 *T| 0,00257°" | 0,00230°® | 0,0022%% | 0,0020™7 [ 0,00175™ | 0,002™% | 0,00159° | 0,00178® | 0,00175% | 0,0018"
1095 cm™! C [0,002* | 0239 | 0,0025"| 0,00278"| 0,00264° | 0,00258 ®| 0,003 **T| 0,0025%® | 0,00265 | 0,0025™% | 0,0025"% [ 0,0023%% | 0,00226° | 0,003 >™®"| 0,00231> | 0,00170"
(Lactosa) SC | 0,013* | 0,377 | 0,00253% | 0,00249% | 0,00268°| 0,00260°| 0,0025™ | 0,00277°| 0,00251 ™ | 0,00251% | 0,00223™ | 0,00240° | 0,00205° | 0,00213%| 0,00209° | 0,00197"
1115 em™?! C | 0,001 | 0,156 | 0,00241%" | 0,002627| 0,00249° | 0,00246°" | 0,00249 *7| 0,00237°® | 0,00254 | 0,0024 " | 0,00241 % | 0,00209™ | 0,0022%% | 0,0023%® [ 0,00212° | 0,00142°
(Lactato) SC | 0,000% | 0,334 | 0,00242% [ 0,00238% | 0,00257°7| 0,00253°| 0,00243®| 0,002677 | 0,00245 %" | 0,00244 %" | 0,00207 | 0,00217° | 0,00187 ™ | 0,00190 "™ | 0,00180% | 0,00164"
1161 cm™! C | 0170 | 0,834 | 0,00360° | 0,00408° [ 0,00404°] 0,00377° | 0,00386° | 0,00377° | 0,00418°| 0,00402° | 0,00421° [ 0,00362° | 0,00344° | 0,00375° | 0,00367° [ 0,00172°
(Lactosa + ms) SC [ 0,001% | 0,119 | 0,00328™ | 0,00355°7| 0,00409% | 0,00395% | 0,0035°%| 0,00452° | 0,00410% | 0,00412% | 0,00356°° | 0,0035°% | 0,00314™ | 0,00315% | 0,00281° 0,0017°
1315 cm™ C | 0,268 | 0474 | 0,00098™ | 0,00101™ | 0,00095"° | 0,00100™ | 0,00099 ™ | 0,00102° | 0,00101° | 0,00099™ | 0,00099 ™ | 0,00090° | 0,00084 ™ | 0,0009 ™ | 0,00081% | 0,00071"
(Amida I11?) SC | 0,049% | 0,495 | 0,00102° ] 0,00093™ | 0,00101°| 0,00103° | 0,00098™ | 0,00097° | 0,00102°| 0,00100° | 0,00088 ™ | 0,00082° | 0,00076° | 0,00074° | 0,00079™ | 0,0007 ™ |
1377 em™! C | 0154 | 0,834 | 0,00126° [ 0,00136° | 0,00129° | 0,00129° | 0,00129° | 0,00134° [ 0,00138°| 0,00134° [ 0,00134° [ 0,00128° [ 0,00116° | 0,00121° | 0,00116° [ 0,00078°
(ms) SC | 0,013* | 0,373 | 0,00124™ | 0,00119% | 0,0014° | 0,00139° | 0,00124™ | 0,00138° | 0,00139° | 0,00138° | 0,00138° [ 0,001127 | 0,00107® | 0,00101® | 0,00102% | 0,00086"
1402 cm™! C [o0,012% | 0,731 | 0,00100°| 0,00097% ] 0,00089° | 0,00094%| 0,00093* | 0,00097% | 0,00090° | 0,00092* | 0,00095°| 0,00099%| 0,00097%| 0,00107" | 0,00107* | 0,00167°
(-CO0-) SC | 0,002* | 0,189 | 0,0011 ™[ 0,00087® | 0,00092% | 0,00095™ | 0,0010™< | 0,00083% | 0,00091® | 0,00094™ [ 0,0011° | 0,0010 ™| 0,00120% | 0,00117°*| 0,00148°| 0,00171°
1549 cm™” C [0,019%| 0,327 | 0,00240%| 0,00203* [ 0,00191°| 0,00205%| 0,00198 | 0,00196° | 0,001627 | 0,00186° | 0,00168° | 0,00195% | 0,00215* | 0,00264* | 0,0025* | 0,00536°
(Amida II) SC | 0,000% | 0,043* | 0,00239™ | 0,00189® | 0,00168% | 0,00172% | 0,00209°* | 0,00144° | 0,00165% | 0,00179% | 0,00304 | 0,0024 ™ | 0,00355% | 0,00337% | 0,00429 | 0,00510°
1649 cm™ C | 0234 | 0,064 | 0,00521°| 0,00435® | 0,00419® | 0,00450™ | 0,00437% | 0,00403% | 0,00365 | 0,00376™ | 0,00306° | 0,00342% | 0,00431° | 0,00391% | 0,00424% | 0,00775°
(Amida I) SC | 0,013* | 0,000 | 0,00567° | 0,00396 ™ | 0,00390 ™ | 0,00370% | 0,0051 | 0,00336° | 0,00370% | 0,00330°| 0,0052™%| 0,0045%< | 0,00545% | 0,00601° | 0,00560° | 0,00782°
1639 cm/1549 em™” C | 0,000 | 0,000% | 2,50766" | 2,42652%" | 2,50540" | 2,44373% | 2,52251" | 2,35756 % | 2,55061" | 2,22826°¢ | 2,0088°F | 1,8937"% | 2,15363 %" | 1,58047* | 1,88040°| 1,50086°
(Amida I/ AmidaIl) [ SC | 0,001% | 0,001% | 2,73560° | 2,33355°° | 2,65300° | 2,44746% | 2,75389° | 2,62843°| 2,49320% | 1,99919™ | 1,91152° | 2,0080°° | 1,70743% | 1,95311% | 1,40246° | 1,69157% |

ms: monosacaridos, CS: seccidon de queso, C: corazon, SC: subcorteza, AI/AIL: Coeficiente de las sefiales Amida.
* Significativo a p<0,05.
*h Medias sin letra comtn son significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabla C.1. Continuacion...

BANDAS cs ' P value DIiAS DE MADURACION

DiA [LOTE d1 a2 d3 d4 ds dé a7 ds d10 d13 15 d17 d20 d27
1743 em™! C | 0461 | 0311 | 0,00508™ | 0,00571°| 0,00605°| 0,00561°| 0,00576™ | 0,00609° | 0,00651° | 0,00666° | 0,00700° | 0,00540™ | 0,00561° | 0,00537% | 0,00559°| 0,00229°
(C=0) SC | 0,001% | 0,006* | 0,00428% | 0,00524°7| 0,0062 % | 0,0056™ | 0,0052%% | 0,007142 | 0,00673 % | 0,00693 | 0,00541° | 0,0054°* | 0,00467% | 0,00455% | 0,00385% | 0,00231°
2850 cm™” C | 0418 | 0,178 | 0,00421™ | 0,00464° | 0,00493° | 0,00462° | 0,00468% | 0,00510° | 0,00521° | 0,00539° | 0,00570° | 0,00476™ | 0,00598° | 0,00468% | 0,00468° | 0,00236"
(CH») SC | 0,002* | 0,006* | 0,00368% | 0,00443°7| 0,00508 ®" | 0,00504 ®T| 0,0044® | 0,005647 | 0,00541° | 0,00557° | 0,00446° | 0,0046°" | 0,00406% | 0,00394™ | 0,00336% | 0,00232°
2872 cm C | 0,643 | 0,130 | 0,00164™ | 0,00172™ | 0,00186™ | 0,00177™ | 0,00183™ | 0,00196™ | 0,00198% | 0,00206™ | 0,00222° | 0,00186™ | 0,00191® | 0,00180 | 0,00188% | 0,00134"
(CH3) SC | 0,039* | 0,005% | 0,00149™ | 0,002 | 0,0020 7| 0,00197 *"| 0,002™® [ 0,00209°" | 0,00206 " | 0,00217 | 0,002™% | 0,002%%" [ 0,0017 ™| 0,00156 " | 0,00156 ™ | 0,00130"
2920 cm™” C | 0474 | 0,123 | 0,00583™ | 0,00615% | 0,00671°| 0,00648° | 0,00647% | 0,00705° | 0,00717° | 0,00754° | 0,00775° | 0,00606™ | 0,00698° | 0,00603™ | 0,00639% | 0,00352°"
(CHy) SC | 0,003* | 0,006% | 0,00515% | 0,00594°7| 0,00682 %" | 0,00687 | 0,0063°* | 0,007687 | 0,00746°" | 0,007627 | 0,00618°® | 0,0063 ™" | 0,0056>% | 0,00542% | 0,00452%° | 0,00344°
2954 cm’ C | 0,605 | 0,064 | 0,00191™ | 0,00195% | 0,00216™ | 0,00209% | 0,00215% | 0,00228™ | 0,00233% | 0,00244™ | 0,00258° | 0,00216™ | 0,00235% | 0,00209 | 0,00226™ | 0,00167"
(CH3) SC | 0,029* | 0,002% | 0,00173™ | 0,002™® | 0,0022°°®"| 0,00231 | 0,0020°® | 0,00243 | 0,00244°" | 0,002537 | 0,002"% | 0,002%®" [ 0,002%% | 0,0019 ™| 0,00188™ | 0,00162°
2954 cm/2920cm™ | C | 0,000% | 0,367 | 0,32832™ | 0,31699° | 0,32267° | 0,32349™ | 0,33222™ | 0,32320™ | 0,32476™ | 0,32402™ | 0,33237™° | 0,35588" | 0,33732"° | 0,34675"° | 0,35729°| 0,47474°
(CH3/ CHy) SC |0,000% | 0,202 | 0,33527™ | 0,34086 ™ | 0,32539™ | 0,33715™ | 0,31564™ | 0,31624° | 0,32635™ | 0,33144™ | 0,34324™ | 0,33508™ | 0,37165° | 0,35262°° | 0,41669° | 0,47204°
2920 cm'/2872 cm” C [0,019% | 0,528 | 3,55960™ | 3,57641™ | 3,61269™ | 3,65156°| 3,54740™ | 3,59630™ | 3,63694™ | 3,65742°| 3,50570™ | 3,25537° | 3,64862°| 3,36089 | 3,38289™ [ 2,62427°
(CH,/ CH3) SC 10,005+ | 0,632 | 3,44447™ [ 3,3201° | 3,48940™ | 3,48668™ | 3,74383°| 3,66697°| 3,62593 | 3,51540™ [ 3,47555™ | 3,66425™ | 3,33720° | 3,45881™ | 2,90099° [ 2,64576°
2954 cm™'/2850 cm” C | 0,000 | 0,033% | 0,45527° | 0,42002°7 | 0,43886™ | 0,45277% | 0,4598%7 ] 0,44609™ | 0,447417° | 0,45206™ | 0,45241" | 0,4530 ™7 | 0,47201°7 | 044713 | 0,48806% | 0,70959°
(CHs/ CHyp) SC | 0,000% | 0,104 | 0,46842% | 0,45703™ | 0,43629™ | 0,45950™ | 0,44717°° | 0,43085° | 0,45038 ™ | 0,45364 ™ | 0,47533° | 0,46001 ™ | 0,51187%| 0,48499°%| 0,56052°| 0,69927"

ms: monosacaridos, CS: seccion de queso, C: corazén, SC: subcorteza, AI/AIL: Coeficiente de las sefiales Amida.
* Significativo a p<0,05.
“M Medias sin letra comiin son significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabla C.2.

Analisis de Varianza (ANOVA) de los espectros Suspension Desgrasada de Queso Camembert (DCS) y prueba de la minima
diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

BANDAS cs 'P value DiAS DE MADURACION
DiA | LOTE d1 a2 a3 d4 ds d6 a7 ds a9 d10 d13 di1s d17 d20 d27

978 cm™! C | 0,813 | 0,000% | 0,00031%| 0,00028*| 0,00037*| 0,00038® 0,00007° 0,000395° 0,000443°0,000366*| 0,000587°| 0,000461° 0,00042° 0,000485° 0,000454° 0,00043°{0,000318*
(NA) UR | 0,869 | 0,010% | 0,00030°°| 0,00021° 0,00037%| 0,00041*|0,000408 *[0,000382 **|0,000457 **|0,000402 ®|0,000585 **{0,000428 | 0,000893 °|0,000381 **|0,000488 **(0,000471 **|0,000444 **
1045 cm™ C | 0,003* | 0,002* [0,001147 2 0,00105“2| 0,001329¢0,001197 ¢ 0,001 **®¢ 0,00110 | 0,001321 2[0,00097 “**I|0,00109 *'[0,00097 ***!| 0,0008 **| 0,00070 ***|0,000666"| 0,0006®| 0,000211*
(Lactosa + ms) UR | 0,143 | 0,027* | 0,00125990,00110°| 0,00133¢| 0,00123 | 0,00132°% 0,00117 | 0,00114 | 0,0009 ***| 0,0010***4|0,00075"**| 0,00107***| 0,00054 **| 0,0006 *>*¢| 0,00049 | 0,000148*
1082 cm™ C |0,002* | 0,294 [0,001823°0,001782°| 0,0019120,001845| 0,00164 *'| 0,001733 *'[ 0,001815 /| 0,00162 | 0,0015**'| 0,00144 **| 0,0013 | 0,00101%*| 0,00105**| 0,00099 **| 0,000877*
(Lactosa) UR | 0,032* | 0,209 [0,001853[0,001744 | 0,001906¢/0,001871|0,001907 *¢|0,001827 °*| 0,00162 | 0,0015***| 0,0013 ***4| 0,00126 **| 0,0014 ****|0,001029 **|0,001045 **| 0,001002°| 0,00078*
1095 cm™ C | 0,046* | 0,046* | 0,001809¢ 0,001712¢0,001623 | 0,001793 | 0,00144 ™| 0,001753 ¢{0,001522"| 0,001713 | 0,00107 | 0,00125 ™| 0,00118 **| 0,000824°| 0,00098*°| 0,000818 | 0,00103 **°
(Lactosa) UR | 0,332 | 0,331 [0,001632%(0,001483%(0,001577*| 0,001835"/0,001587**| 0,001803° 0,00136(0,001541%[0,001049 *°|0,001323 *|0,001327*®| 0,000974 *| 0,000906 | 0,000932°{0,000932 *°
1115 cm™ C | 0,014* | 0,022% [0,001674 % 0,00165*| 0,0016 | 0,001697 | 0,0014**%| 0,00165 | 0,0015**| 0,0016***| 0,0010**%| 0,0012*°*¢| 0,00111°*| 0,00074°| 0,000879%  0,0007*0,000931 **
(Lactato) UR | 0,171 | 0,278 |0,00154° 0,0014 ™| 0,0015%| 0,0017139| 0,0015%| 0,00169| 0,0013 | 0,0014 ™ 0,0010*| 0,0012*¢| 0,0012%¢0,000835%| 0,00079?| 0,000787%| 0,00081 **
1161 cm™ C | 0,056 |0,001% | 0,00272°¢0,002636"| 0,00199*[0,002538 | 0,00218***| 0,00253 " 0,00186™0,002618"| 0,001087/0,001512*| 0,00165 ***| 0,000985°| 0,001358°| 0,001028°| 0,00160 ***
(Lactosa + ms) UR | 0248 | 0,009% | 0,00224(0,002029 **[0,001894 | 0,002524°(0,002049 | 0,002573°|0,001631|0,002272 **|0,001053 **|0,001857 **[0,001606 **{0,001261 | 0,001056°| 0,001001 *|0,001005 **
1313 em™ C | 0,641 |0,044* | 0,000821° 0,00076(0,000711]0,000661 | 0,0007 **[0,000736 **{0,000741 **[0,000682 **[0,000583 | 0,000603 *{0,000665 *°[0,000638 *°[0,000662 ™| 0,000604*|0,000631 *°
(Amida III?) UR | 0,626 | 0265 | 0,00085"0,000747*|0,000658 | 0,000709 *°0,000817 **|0,000723 **|0,000741 ®*0,000701 **|0,000582 ™| 0,000606 **|0,000737 **| 0,000561 *{0,000663 *[0,000658 **[0,000539
1377 cm™ C | 0,081 |0,004* | 0,001054 ¢ 0,00095 | 0,0009"%| 0,0009 %[ 0,0009 ****[0,000983 *[ 0,0009 ****| 0,00092 **| 0,00068 **| 0,00072 ™| 0,0008 **4|0,000666 | 0,0008 ™| 0,000647 *| 0,0008 ***%
(ms) UR | 0,297 | 0,021* | 0,001009° 0,00086 | 0,00082 **(0,000958 > 0,00087 **{0,000977 **| 0,00083 ™| 0,00091 ™| 0,00068 ™[ 0,00079 | 0,00075*| 0,000647 *| 0,00073 ***[0,000713 | 0,00066 ***
1406 cm™ C | 0,008* | 0,003* | 0,00087 **(0,000815 ™| 0,0010"%|0,000808 **| 0,00085 ™| 0,00085 ™| 0,00098 “**| 0,000782 *{0,00103 “**'| 0,0009 | 0,0010°**[ 0,00101 **| 0,00106*'| 0,001098 *'| 0,001207
(-CO0-) UR | 0,020% | 0,069 | 0,000939% 0,00086° 0,000907° 0,0008577 0,000898° 0,000864°0,000975%| 0,000914 % 0,000986 | 0,000939°| 0,000969 *{0,001097 ®°{0,001226"| 0,001406 | 0,00114 **
1551 cm™ C |0,006% | 0,136 [0,002139%0,00242*| 0,0027 | 0,0021147 0,0031°*!| 0,002042°| 0,0028**¢0,002119*|0,0029 **| 0,00293 **| 0,00295 **| 0,00323 *'| 0,00327 *!| 0,003655 I| 0,004188
(Amida IT) UR | 0,038% | 0,763 |0,002426| 0,00265 **| 0,00267 **| 0,002139%| 0,0029 ***90,002279*®| 0,0028 ***¢|0,002414 ®| 0,0029 | 0,00270 **| 0,0030 ***| 0,00371 *|0,003906%| 0,00443 ¢| 0,0036 >
1651 cm™ C | 0,479 | 0,046* | 0,00752 | 0,00871**| 0,00795 **| 0,00654 | 0,00899 ***| 0,005864 | 0,00770*| 0,0062*| 0,00722 **| 0,00811 **| 0,00832*| 0,009194 ¢|0,008876 *| 0,00854 **| 0,00855 **
(Amida T) UR | 0,844 | 0,066 | 0,008891% 0,008275° 0,007062°| 0,009434°| 0,006738°| 0,007574°| 0,006512°| 0,007236°| 0,007408°| 0,008209°| 0,008693°| 0,009244°| 0,007863%| 0,007723 | 0,009481°

ms: monosacaridos, CS: seccion de queso, C: corazén, SC: subcorteza, AI/AIL: Coeficiente de las sefiales Amida.
* Significativo a p<0,05.
€ Medias sin letra coman son significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabla C.2. Continuacion...

BANDAS cs 'P value DiAS DE MADURACION
DiA | LOTE d1 a2 a3 d4 ds d6 a7 ds a9 d10 d13 di1s d17 d20 d27

1651 em/1551 em™ | C | 0,000% | 0,000% | 3,559261" 3,641428"| 3,01327 %[ 3,1432578(2,91216 *'2|2,90810 *'¢| 2,740276 **| 3,067228 '¢2,466795 *| 2,79234 °*| 2,82508 *I| 2,79342 °*|2,695902 **|2,331531 | 2,04074°
(Amida I/ Amida IT) | yR | 0,000% | 0,000% | 3,678167%3,583182 [ 3,10484 *!| 3,30691 *'8[3,24008 *2|2,996127 %| 2,72569 °| 2,79295 °*¢| 2,49542 | 279412 “*¢| 2,67632°*(2,363698 *|2,342146 | 1,777091 *2,139059
1741 em™ C | 0,151 | 0,000% | 0,004544°| 0,004084 °0,002466*| 0,004108°0,003854*| 0,004026°0,002452 | 0,004347°| 0,000777% 0,00192*/0,002138**| 0,001198%0,001956**| 0,001113°{0,003016*°
(C=0) UR | 0,415 | 0,002* [0,003579%(0,002976 *°[0,002314 *|0,003858 **|0,002948 **| 0,004143 *[0,001982 **{0,003597 °[0,000814 | 0,00287 *|0,001754 **|0,001893 **| 0,001272°| 0,001242°0,002115 *
2850 cm’™ C | 0,240 | 0,002* | 0,003805°| 0,00346**| 0,00260 *| 0,003852° 0,00324 ™| 0,00365 | 0,00265 ™| 0,003935°| 0,00173 **| 0,00225 **| 0,00252*| 0,001767*| 0,00240 ***{0,001861 | 0,00301 ***
(CHy) UR | 0,465 | 0,007* [0,003132%(0,002674 *[0,002531 *|0,003492 **|0,002629 **| 0,003781*[0,002142 *{0,003383 °[0,001737%|  0,0029 *|0,002188 **|0,002276 **| 0,001801°| 0,001885%(0,002278 **
2954 cm’™ C | 0,555 | 0,028* [0,001616%[0,001523®| 0,00132*|0,001748*®| 0,00158*|0,001732{0,001456 *°| 0,001864 °[0,001226*|0,001307 **|0,001425 *®| 0,001125 *|0,001403 **{0,001247 **{0,001811*
(CH3) UR | 0,802 | 0,120 | 0,001371% 0,001182° 0,001286°| 0,00164° 0,001287°] 0,00175°] 0,00128°| 0,001704°| 0,001188°| 0,001617°| 0,001229°| 0,001441%| 0,001229°| 0,001508°| 0,001542°
2954 cm/2920 cm™ | C | 0,263 | 0,000% | 0,300314° 0,30006°| 0,37385|0,341329%°0,319612%| 0,37265 ™| 0,38205 *| 0,37449 **0,509386 *°|0,442528 *| 0,39514*| 0,497473° 0,39516 *™|0,456939 | 0,38264 **
(CH3/ CHy) UR | 0,067 | 0,000% |0,302643 ™| 0,299526%| 0,36814 ™| 0,34072 %[ 0,31258 ™| 0,33683 **| 0,42389**°| 0,40943 *°|0,496602 “*| 0,460644 “*| 0,40487 *| 0,42817 **| 0,44603 "| 0,589668 9| 0,4395 **¢
2954 cm/2850 cm™ | C | 0,037* | 0,000% | 0,42952°| 0,441535°%| 0,5274°°%/0,477795™| 0,48807 ™| 0,51747 | 0,5565 ™! 0,52016 **| 0,708568 1| 0,62478 “*!| 0,570 ™| 0,701423 ¢ 0,5958"*' 0,66955 **'| 0,603 =]
(CH3/ CHy) UR | 0,026% | 0,001* |0,446246™| 0,438123 | 0,52208 *[0,478045 | 0,48940 ™| 0,47731%| 0,60192** 0,56164 ™| 0,68392 ***|0,641603 ™| 0,58425 *| 0,63440 ™| 0,681031°| 0,891009|0,67680">
2920 cm'/2872 em™ | C | 0391 | 0,000% [3,987077 | 4,088942¢| 3,17489 "™ 3,52187 ™(4,011884 ™ 3,24601 ™| 3,13332™™ 3,18197 ™| 2,205605*(2,861363 | 3,09176 ™| 2,97129 ™| 3,36820 ™| 2,583662°| 3,32499 **
(CH,/ CH3) UR | 0,075 | 0,000% |3,977058%| 3,96020 °|3,2371 ®™%| 3,5282°°%( 4,293089°| 3,5441"%|2,917277™| 3,00753 ™| 2,204603 *[2,872607 ™| 3,0483 ™| 3,0608 °9[2,919588 | 2,345358°| 2,8098 >

ms: monosacaridos, CS: seccion de queso, C: corazén, SC: subcorteza, AI/AIL: Coeficiente de las sefiales Amida,
* Significativo a p<0,05,
€ Medias sin letra coman son significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabla C.3. Analisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de Grasa purificada (PF), Nitrogeno Soluble en Acido (NSA), Caseina (CN) y
Nitrogeno soluble (NS-EtOH) e Insoluble (NI-EtOH) en Etanol y prueba de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

BANDAS cs P value DIiAS DE MADURACION
DiA | LOTE d1 d2 d3 d4 ds de6 a7 ds a9 d10 di13 di15 d17 d20 d27
1119 e C | 0,564 | 0,792 | 0,0031™ | 0,0031® | 0,0032° | 0,0031™ | 0,0031° | 0,0031™ | 0,0031™ | 0,0031% | 0,0031® | 0,00316° | 0,00318° | 0,0031® | 0,00300° | 0,0031™ | 0,0031® |
cm
SC | 0,085 | 0,144 [ 0,00319¢ | 0,0031™ [ 0,00317° | 0,00318° | 0,0032° | 0,0031™ | 0,00317° | 0,00320° | 0,0032™ | 0,0031 | 0,0032 | 0,0030™ | 0,003™ | 0,00293° | 0,0031™
1163 et C | 0573 | 0,647 [0,004517 | 0,00457% | 0,004307 | 0,00430% | 0,00425° | 0,004367 | 0,00438% | 0,00439° | 0,004317 | 0,00432% | 0,00435° | 0,00437% | 0,00455° | 0,004297 | 0,00430°
cm
SC | 0,090 | 0,996 | 0,0045™ | 0,00461° | 0,0043% | 0,0043™ | 0,0044™ | 0,0043™ | 0,0044™ | 0,0043™ | 0,0044™ | 0,0043™ | 0,0044™ | 0,004277 | 0,0044™ | 0,00424° | 0,0043 ™
=
. 1416 e C [ 0652 | 0,057 | 0,0013® | 0,0013® | 0,0014™ | 0,0014% | 0,0014® | 0,0014% | 0,0014™ | 0,0014™ | 0,0014™ | 0,0014™ | 0,0014™ [ 0,0014™ | 0,00131% [ 0,00141° | 0,0014™
cm
SC [ 0,046* | 0,042* | 0,001™ | 0,00131% | 0,001 | 0,001°F | 0,001 | 0,001° | 0,0013%™ | 0,0014" | 0,001™ | 0,0014> | 0,001° | 0,001427 ] 0,0014 | 0,00141 7| 0,001 ™
2954 em'/2872 en? |_C__| %055 | 0.089 116350 [ 1,162% [ 1,14750% | 1,1482° | 1,147 | 1,152%¢ | 1,154™ [ 1,153 ™ | 1,147% | 1,14636" | 1,1496™ | 1,152™ [ 1,172377] 1,1492® | 1,150*
cm cm
SC [ 0,550 | 0,749 | 1,1556™ | 1,16664° | 1,14856° | 1,14865° | 1,1514™ | 1,1477% | 1,1515™ | 1,1498™ | 1,14507° | 1,14847" | 1,1518™ | 1,145537 | 1,1567™ | 1,14515° | 1,1495™
1554 e C 10,005% | 0,000% | 0,0376™ | 0,0381™ | 0,0385® | 0,0382% | 0,0326" | 0,0385™ | 0,0413° | 0,0407™ | 0,0365™ [ 0,0422" | 0,0425™ | 0,043™7 | 0,0470°" | 0,04897 | 0,0507¢
cm
UR | 0,014% | 0,001* | 0,041™ [ 0,040™ [ 0,03317 | 0,0365™ | 0,036™ | 0,037™ | 0,041™ | 0,0359™ | 0,046™ [ 0,047°% | 0,045™ [ 0,0518% | 0,0490°" | 0,0617° | 0,0559®
- 1633 e C 0376 | 0,082 | 0,106™ | 0,102 | 0,116™ | 0,121 | 0,088 | 0,0735 | 0,106™ | 0,111™ | 0,0679® | 0,114™ | 0,123% [ 0,123™ [ 0,1427° | 0,1329™ | 0,1468™
cm
Z UR | 0,884 | 0,000% | 0,1547™ [ 0,1507™ | 0,1505® | 0,1502% [ 0,1472™ | 0,1330™ | 0,1298™ | 0,1078" | 0,1316™ [ 0,1342™ | 0,1471™ | 0,1268™ | 0,1247™ | 0,1552™ | 0,2045°
1633 et /1554 e C [ 0912 | 0,670 | 2,7778" | 2,6846" | 29399 | 3,0860° | 2,6979° | 1,9365 | 2,6368* | 2,7755% | 1,8581% | 2,7851° | 2,89487 | 2,8673% | 3,0348° | 2,7465" | 2,8977°
cm cm
UR | 0346 | 0,000 | 3,950™ [ 3,701™ | 4,7688° | 4,2384™ | 4,149™ | 3,600™ | 3,265™ | 3,520™ | 2,846™ | 3,134™ | 3,404™ | 2,4784" [ 2,5490™ | 2,8842™ | 3,662
B C | 0,082 | 0,019 | 0,1356® | 0,1560™ | 0,1630® | 0,1579™ | 0,170™ | 0,1665™ | 0,174™ | 0,1885™ | 0,1582% [ 0,1921° | 0,1820™ | 0,1986™ | 0,1991™ | 0,2165° | 0,1467™
1548 cm abed abede abede abed abcde bede abcde bede abcde de € abc cde ab a
UR | 0,095 | 0,036 | 0,143 0,16 0,17 0,155 0,18 0,183 0,17 0,189 0,17 0,2032% | 0,2274° | 0,135 0,193 0,1256™ | 0,0992
“ 1633 e C | 0401 [0,009% | 0,2766™ | 0,305™ | 0,325 | 0,297™ | 0,332™ | 0,321™ | 0,323™ | 0,324™ | 0,312™ [ 0,3515™ | 0,3647° | 0,2392% | 0,3375™ [ 0,2740™ | 025427
< cm : : - - - - - - - - - 4
) UR | 0249 | 0,084 | 0,2867™ | 0,302™ | 0,315 | 0,307™ | 0,318™ [ 0,315™ | 0,320™ | 0,3517™ | 0,307™ | 0,345™ | 0,328™ | 0,2731% | 0,345™ | 0,3613° | 0,290™
1633 e /1548 e | C_| 0346 [ 0844 2,1178° | 1,9360° | 1,9353° | 1,9435" | 1,8716™ | 1,8952° | 1,8524" | 1,8732° | 1,9388° [ 1,7949™ [ 1,8177% | 1,3663" | 1,7542™ [ 1,6934™ | 1,9748"
cm cm
UR | 0,036* | 0,061 | 1,9344™ | 1,8615" | 1,8900° | 1,9233%™ | 1,8587% | 1,7576° | 1,9204™ | 1,7363° | 1,8431® | 1,7480° | 1,6121° | 1,8154° | 1,7509° | 2,2770% | 2,5627°

ms: monosacaridos, CS
* Significativo a p<0,05.
¢ Medias sin letra comun son significativamente diferentes (p<0,05)

: seccion de queso, C: corazén, SC: subcorteza, AI/AIL: Coeficiente de las sefiales Amida.
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Tabla C.3. Continuacion...

BANDAS cs P value DIAS DE MADURACION
DIA | LOTE d1 a2 a3 d4 ds d6 a7 a8 a9 d10 di3 di15 d17 d20 d27
) C | 0225 | 0,051 | 0,0314° | 0,0248™ | -0,055® | 0,012™ | 0,0532° | -0,020° | 0,001™ | -0,007™ | -0,059™ | -0,039™ | 0,012™ | -0,0638" | -0,0624° | -0,007 ™ | -0,054 ™ |
1579 cm”
UR | 0,531 | 0,050* | 0,0341° | -0,010® | -0,036™ | -0,021™ | -0,024™ | -0,025% | -0,037% | -0,0423% | -0,047™ | -0,029% | -0,033™ | -0,0605° | -0,004® | -0,0445° | -0,0663°
z C | 0,782 [ 0,000 | 034947 | 0,3368° | 0,2145° | 0,2121° | 0,3603° | 0,2684° | 0,2455° | 0,2211° | 0,1500° | 0,2338% | 0,2566° | 0,2039° | 0,2124° | 0,2055° | 0,3420°
: 1648 cm™
T cm . : . . . : . . . . .
S UR | 0,972 | 0,000% | 0,3115° | 0,2110™ | 0,1858™ | 0,2373® | 0,3385° | 0,2330™ | 0,2420™ | 0,2318™ | 0,1240° | 0,2278™ | 0,2326™ | 0,2149™ | 0,2338™ | 0,1989® | 0,3368°
1648 e /1579 e C | 0,608 | 0,758 | -5,574™ | 13,59487 | -3,821% | 1,6122™ | 6,7726™ | 9,3885° | 2,1173™ | 0,8030® | 2,537® | -6,600® | 2,0418% | -3,010™ | -3,267® | 29,2297 | -6,298™ |
cm /1579 em”
UR | 0,715 | 0434 | -6,725™ | 3,1762° | -5,688% | 11,2872° | -1432® | -57,210° | -13,79% | -5,621™ | 2,652® | -15,60% | -8,702% | -3,490® | 7,6269° | -3,871% | -5,079™ |
1542 e C |0,022% | 0,000% | 0,0310% | 0,0323° | 0,0316° | 0,03™ | 0,0150° | 0,0192™ | 0,022™ | 0,022 | 0,03™% | 0,023™ | 0,026 ™% | 0,03™% | 0,027>% | 0,029°® | 0,0321 % |
542 ecm”
UR | 0,034% | 0,000% | 0,023%7 | 0,0334% | 0,0305° | 0,0287™ | 0,0210° | 0,0249™ | 0,0295™ | 0,0324" | 0,0348% | 0,0326%° | 0,0290™ | 0,0330° | 0,0366° | 0,0342< | 0,0321 <
wn
= 1648 e C | 0,056 | 0,133 | 0,0473° | 0,0495° | 0,0475° | 0,0243™ | 0,0040° | 0,0098° | 0,0172% | 0,0134° | 0,0173™ | 0,0137° | 0,0139° | 0,0176° | 0,0194° | 0,0196° | 0,0330™ |
. cm’
5 UR | 0,000% | 0,000% | 0,0242% | 0,0209° | 0,0387° | 0,0415™ | 0,042 | 0,0407™ | 0,0434% | 0,045°F | 0,043 | 0,044 | 0,0405™ | 0,045°% | 0,0474% | 0,0482° | 0,0471% |
)
= 1648 e /1542 e C | 0276 | 0,624 | 1,6539° | 1,6094™ | 1,568™ | 0,5403™ | 0,2687° | 0,4932% | 0,655°° | 0,614° | 0,695 | 0,605 | 0,5155° | 0,786™° | 0,785 | 0,712°* | 1,030™" |
cm /1542 em”
UR | 0,057 | 0,000% | 0,8093® | 0,6263° | 1,3200° | 1,5563< | 2,0240° | 1,6961 % | 1,4877% | 1,4487°% | 12241 | 1,3761° | 1,4383% | 1,4013° | 1,3065° | 1,4302< | 1,4665<

ms: monosacaridos, CS
* Significativo a p<0,05,
*° Medias sin letra comun son significativamente diferentes (p<0,05)

: seccion de queso, C: corazon, SC: subcorteza, AI/AIL: Coeficiente de las senales Amida,
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Anexo D. Queso Emmental

Tabla D.1. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de queso Emmental y prueba de
la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05).

Tabla D.2. Bandas seleccionadas por el procedimiento paso a paso ascendente para el Analisis
Discriminante (ADG) de los espectros de queso Emmental.

Tabla D.3. Distancias Mahalanobis al cuadrado para los espectros de infrarrojo de las
muestras individuales de queso Emmental en el grupo de Calibracion.

Tabla D.4. Prueba de significancia de la Distancia Mahalanobis al cuadrado (p< 0,05).

Tabla D.5. Probabilidad de clasificacion para los espectros de infrarrojo de las muestras
individuales de queso Emmental en el grupo de Calibracion.,

Tabla D.6. Distancias Mahalanobis al cuadrado para los espectros de infrarrojo de las
muestras individuales de queso Emmental en el grupo de Validacion Cruzada.

Tabla D.7. Probabilidad de clasificacion para los espectros de infrarrojo de las muestras
individuales de queso Emmental en el grupo de Validacion Cruzada.

Tabla D.8. Distancias Mahalanobis al cuadrado para los espectros de infrarrojo de las
muestras individuales de queso Emmental en el grupo de Prediccion.

Tabla D.9. Probabilidad de clasificacion para los espectros de infrarrojo de las muestras
individuales de queso Emmental en el grupo de Prediccion.
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Tabla D.1. Anélisis de Varianza (ANOVA) de los espectros de queso Emmental y prueba de

la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) (p<0,05)

Band P value DIAS DE MADURACION
anda
Cepa | Muestreo d20 d27 d34 ds1 ds8 dés AM
1099 cm™ , . . .
0,0352* | 0,0000% | 0,006587 | 0,006632" | 0,006622° | 0,006427" | 0,006315" | 0,006404" | 0,006680°
(Lactosa)
1115 cm™ b b d
0,0365* | 0,0000% | 0,006366" | 0,006504° | 0,00650™ | 0,006381° | 0,006340% | 0,00641*° | 0,006612
(Lactato)
1161 cm™! N b b d
04737 | 0,0000% | 0,00999% | 0,00976" | 0,010179° | 0,00929* | 0,008855" | 0,009027* | 0,012926
(Lactosa + ms)
1240 cm™ . . . . . .
0,1369 | 0,0002* | 0,00516% | 0,00523* | 0,005144 | 0,00523™ | 0,00530" | 0,00528" | 0,005307
(C-0-C, P=0)
1379 cm’ . . .
(on5) 0,0139* | 0,0001* | 0,003185° | 0,003391% | 0,00333* | 0,00346™ | 0,003617" | 0,003573" | 0,003373"
mS
1466 cm™ . . . .
(Cly 0,0092* | 0,0123* | 0,005696" | 0,00610°" | 0,00592 | 0,00599™ | 0,00631* | 0,00633" | 0,006708°
2
1541 cm™ b Y b b g
. 04116 | 0,0000% | 0,01624° | 0,016849" | 0,01591% | 0,013084° | 0,01409* | 0,01629*° | 0,019678
(Amida II)
1647 cm™! \ R R \
0,1867 | 0,0000% | 0,019608° [ 0,017351"| 0,017849" | 0,014852° | 0,015160% | 0,016646" | 0,013881°
(Amida I)
1647 cm™'/1541 em™ . . .
_ _ 0,5899 | 0,0186% | 1,213525" | 1,03217% | 1,144025 | 1,357387" | 1,153822" | 1,03417* | 0,708156
(Amida I/ Amida II)
1743 cm™ o . . , .
(©-0) 0,2728 | 0,0000% | 0,06031% | 0,05859° | 0,060978° | 0,05646™ | 0,052419" | 0,053959" | 0,079408
2852 cm™ .
iy 0,0390% | 0,0032* | 0,018502* | 0,019306" | 0,019271° | 0,018541° | 0,018472" | 0,018988" | 0,020224
2
2872 cm’! R . R .
(CHy 04417 | 0,0000% | 0,008648" | 0,00911°*| 0,00889™ | 0,00942"" | 0,009656" | 0,009498" | 0,008046°
3
2922 cm™ . . . .
(CHy 0,4247 | 0,0000% | 0,022403" | 0,02157° | 0,022698" | 0,02022* | 0,018935" | 0,019801"| 0,028161
2
2956 cm! . . . . ;
(CHy 05896 | 0,0000% | 0,010341% | 0,01063°| 0,01049 | 0,01080°* | 0,011133°| 0,01090 | 0,009842
3
3012 em™ . . . .
0,0000* | 0,0038* | 0,00108™ [ 0,001132" | 0,001131" | 0,00101*™ | 0,000866" | 0,000900" | 0,00096*
(CH=CH)
2956 cm™'/2922 cm™ . . .
04748 | 0,0000% | 0,463504" | 0,493563" | 0,467744° | 0,539444° | 0,588198° | 0,55501" | 0,352521
(CHy/ CHy)
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Tabla D.2. Bandas seleccionadas por el procedimiento paso a paso ascendente para el Analisis

Discriminante (ADG) de los espectros de queso Emmental.

Bandas 4 F P Bandas 4 F P
(cm™) oL exclusion* | exclusion* (cm™) oL exclusion* | exclusion*
1122 6 | 241,84844 | 0,00005 1734 6 12,61817 0,01412
1138 6 | 289,01083 0,00003 1763 6 11,93097 0,01564
1335 6 57,09237 0,00079 1792 6 38,27062 0,00172
1350 6 51,21485 0,00097 1794 6 32,68661 0,00233
1460 6 35,15227 0,00203 2835 6 62,74534 0,00065
1462 6 11,33005 0,01718 2839 6 222,81553 0,00005
1475 6 | 538,07978 | 0,00001 2858 6 127,00360 0,00016
1483 6 | 396,62733 0,00002 2875 6 277,29529 0,00003
1512 6 | 172,75478 | 0,00009 2887 6 6,78221 0,04252
1632 6 | 230,46562 | 0,00005 2895 6 9,48551 0,02366
1678 6 | 165,35167 | 0,00010 2981 6 131,57051 0,00015
1724 6 | 157,29492 | 0,00011 2997 6 126,51163 0,00016

* GL: Grados de libertad

* F exclusion = 0,05; P exclusion = 0,05
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Tabla D.3. Distancias Mahalanobis al cuadrado para los espectros de infrarrojo de las

muestras individuales de queso Emmental en el grupo de Calibracion.

CYz:ggj;c?sn d20 d27 d34 ds1 ds8 dé6s AM
d20 21 4261693 | 4348872 | 3617592 | 3900597 | 4128061 | 4942699
d20 15 4254816 | 4341668 | 3610816 | 3893209 | 4120190 | 4934630
d20 19 4256884 | 4343834 | 3612863 | 3895467 | 4122421 | 4937050
d20 21 4254008 | 4340787 | 3609842 | 3892147 | 4118620 | 4933313
d20 18 4253787 | 4340742 | 3609624 | 3892204 | 4119019 | 4933308
d27 4253109 20 2643 44423 35679 97809 74692
d27 4266254 17 2497 45459 36273 98078 73628
d27 4250678 12 2432 43558 34745 96074 73650
d27 4263213 17 2359 44799 35559 96931 73168
d27 4247922 16 2564 43809 35099 97307 74946
d34 4343488 2534 22 44180 28050 75720 52493
d34 4344608 2562 14 44182 27924 75388 52266
d34 4338737 2592 21 43466 27447 74785 52083
d34 4345612 2376 21 44361 28431 76454 52476
d34 4343459 2445 18 44499 28350 76302 53201
ds1 3615374 | 44093 43738 19 8674 48903 110541
ds1 3612621 44288 44041 20 8957 49462 111260
ds1 3609500 | 44584 44383 20 9048 49638 111835
ds1 3611097 | 44683 44389 19 8979 49326 111486
ds8 3896739 | 35483 28020 9116 21 24319 69085
ds8 3895959 | 35764 28260 8812 21 24032 68791
ds8 3894776 | 35306 27918 8893 21 24483 69321
ds8 3891307 | 35274 27915 8796 21 24529 69426
ds8 3894853 35550 28100 8964 21 24294 69183
65 4124153 96671 75189 49126 24113 20 52420
d65 4122492 | 97888 76270 49805 24699 19 53043
d65 4123318 | 96996 75475 49390 24292 15 52589
d65 4115483 97362 75961 48873 24228 16 53313
d65 4122863 97288 75749 49463 24311 20 52896
AM 4938828 | 73943 52459 111528 69480 53335 19
AM 4933902 | 73045 51689 110630 68586 52907 21
AM 4937067 | 74251 52697 111489 69389 52940 21
AM 4931778 | 74147 52602 110851 68676 52125 20
AM 4939433 74718 53078 111910 69675 52968 21
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Tabla D.4. Prueba de significancia de la Distancia Mahalanobis al cuadrado (p< 0,05).

Valores de d20 d27 d34 ds1
clasificacion F p F p F p F p
d20 65682,39  0,00000| 67024,10 0,00000| 49549,09| 0,00000
d27 65682,39 | 0,00000 38,31 | 0,00142 608,96 | 0,00001
d34 67024,10 | 0,00000 38,31| 0,00142 605,19 | 0,00001
ds1 49549,09 | 0,00000 608,96 | 0,00001 605,19 0,00001
ds8 60103,49 | 0,00000 547,14 | 0,00001 432,43 | 0,00001 122,02 0,00014
de6s 63605,61 | 0,00000 1500,36 | 0,00000 1168,38 | 0,00000 676,45| 0,00000
AM 76175,63 | 0,00000 1141,98 | 0,00000 809,94 | 0,00000 1526,21 | 0,00000
Tabla D.4. Continuacion...
Valores de ds8 d6s AM
clasificacion F p F p F p
d20 60103,49 | 0,00000 | 63605,61| 0,00000( 76175,63| 0,00000
d27 547,14 | 0,00001 1500,36 | 0,00000 1141,98 | 0,00000
d34 432,43 | 0,00001 1168,38 | 0,00000 809,94 | 0,00000
dsl 122,02 0,00014 676,45| 0,00000 1526,21 | 0,00000
ds8 375,16 | 0,00002 1066,98 | 0,00000
de6s 375,16 | 0,00002 815,34 | 0,00000
AM 1066,98 | 0,00000 815,34 | 0,00000
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Tabla D.5. Probabilidad de clasificacion para los espectros de infrarrojo de las muestras

individuales de queso Emmental en el grupo de Calibracion.

CYz:ggj;c?sn d20 d27 d34 ds1 ds8 dé6s AM
d20 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d20 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d20 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d20 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d20 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d27 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d27 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d27 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d27 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d27 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d34 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d34 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d34 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d34 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d34 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
dsl1 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
ds1 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
ds1 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
ds1 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
ds8 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
ds8 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
ds8 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
ds8 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
ds8 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
d65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
AM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
AM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
AM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
AM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
AM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
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Tabla D.6. Distancias Mahalanobis al cuadrado para los espectros de infrarrojo de las

muestras individuales de queso Emmental en el grupo de Validacion Cruzada.

CYz:ggj;c?sn d20 d27 d34 ds1 ds8 dé6s AM
d20 658 4339007 | 4428119 | 3691818 | 3978675 | 4211808 | 5031485
d20 4548532 5077 4949 75089 55568 113999 62787
d27 4230892 220 3561 45229 37089 102357 81246
d27 4285751 83 1998 46076 35828 96043 70798
d34 4382765 1283 920 51651 36849 91207 58677
d34 4307523 2633 147 40244 24790 71861 53190
dsl1 4125794 | 45862 34897 22619 10458 18733 39400
dsl1 3061734 | 133058 134752 28568 51874 91980 229746
ds8 3722685 61743 52430 10751 4203 20563 93133
ds8 3636500 | 64347 56845 9300 6278 28462 109291
65 4463571 | 109668 82560 84044 44673 7151 32794
65 4294284 | 115849 90233 72041 39839 2928 44107
AM 5586709 | 177703 142576 | 238233 168953 115786 26082
AM 5102637 88410 65814 137337 91321 71670 1708

Tabla D.7. Probabilidad de clasificacion para los espectros de infrarrojo de las muestras

individuales de queso Emmental en el grupo de Validacion Cruzada.

CYz:ggj;c?sn d20 d27 d34 ds1 ds8 dé6s AM
d20 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
*d20 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
d27 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
d27 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
d34 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
d34 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
*d51 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
ds1 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000
ds8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
ds8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
65 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000
65 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000
AM 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000
AM 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000

* (Clasificaciones incorrectas
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Tabla D.8. Distancias Mahalanobis al cuadrado para los espectros de infrarrojo de las

muestras individuales de queso Emmental en el grupo de Prediccion.

CYz:ggj;c?sn d20 d27 d34 ds1 ds8 dé6s AM
d20 4418886 | 26154 5228 53071,9 | 35254,67 | 848470 | 52169,0
d20 4362541 784.,6 1961,9 | 545569 | 41021,72 | 101058,8 | 68539,6
d27 4117013 | 16422 72757 | 39987,7 | 3714474 | 1078749 | 95514,6
d27 4008898 | 8729.8 19880,3 | 48404,1 | 5423526 | 141501,0 | 1311782
d34 4322880 3043 2360,9 | 511523 | 40147,72 | 1015664 | 712612
d34 4498287 | 6460,1 1543,5 57670,8 | 35296,89 | 767585 | 40420,7
ds1 3983376 | 28092,8 | 221872 | 98799 | 3416,72 | 295169 | 562741
ds1 3569866 | 424229 | 432213 2670,9 | 9932,54 | 571182 | 1251429
ds8 3897252 | 486624 | 378251 | 144092 | 174225 | 16671,6 | 701398
ds8 3124403 | 1251854 | 124469,0 | 258244 | 44003,98 | 800848 | 2140852
65 4863810 | 1327774 | 100869,2 | 133171,1 | 80648,03 | 31192,1 | 20089,3
d65 4515873 | 1200612 | 91946,9 | 923664 | 5264565 | 9862,7 | 311359
AM 5182245 | 110107,0 | 81463,8 | 1569982 | 99694.88 | 67550,0 | 73573
AM 5201790 | 935193 | 681456 | 1528858 | 97212,09 | 768573 6795,9

Tabla D.9. Probabilidad de clasificacion para los espectros de infrarrojo de las muestras

individuales de queso Emmental en el grupo de Prediccion.

C‘l’;;l:)ﬁrfzc?sn d20 d27 d34 ds1 ds8 d6s AM
*d20 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
*d20 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d27 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d27 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
*d34 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
d34 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
*d51 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
ds1 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
ds8 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000
*d58 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
*d65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
65 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
AM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
AM 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000

* (Clasificaciones incorrectas
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