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CAPITULO 1

INTRODUCCION






1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Vision general sobre el queso

La ciencia y arte de la manufactura del queso surgiéo en el
norte y este de Europa 7.000 afos antes de Cristo, segun
evidencias de trazas de grasa lactea encontradas en
fragmentos de ceramica (Salque et al., 2013). A mediados del
siglo XIX, su elaboracién se extiende a todas las granjas de
Europa. Originalmente, el objetivo fue ampliar la vida media
de un alimento altamente perecedero como la leche, y a la vez
preservar sus nutrientes, mediante la produccion de acido y/o
la deshidratacion. La preservacion es debida a la formacion de
metabolitos inhibitorios tales como acidos organicos (lactico,
acético, férmico, propidnico), etanol, bacteriocinas, etc., en
combinacion con el decrecimiento de la actividad de agua por

el secado o uso de sal (Gaggia et al., 2011).

El queso es uno de los productos de consumo mas elevado en
el mundo y es fuente de nutrientes esenciales, incluyendo
proteinas, aminoacidos, péptidos, lipidos, minerales vy
vitaminas liposolubles. Se ha evidenciado, ademaés, la
presencia de 2 tripéptidos bioactivos: valina-prolina-prolina e
isoleucina-prolina-prolina, acido linoleico conjugado, asi como
esfingolipidos, una alta concentracion de calcio y compuestos
polifendlicos como ingredientes especificos que contribuyen a
la nutricién y salud humana. El valor nutritivo de este alimento
estd ligado a las caracteristicas de la leche y a sus condiciones
de elaboracion (Walther et al., 2008; Jer6énimo y Malcata,
2016). Actualmente, el proceso de elaboracion del queso esta
muy desarrollado desde el punto de vista de la biotecnologia

alimentaria y su produccion se ha incrementado en el mundo
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occidental de 15 a mas de 18 toneladas métricas entre los
anos 2005-2014 (FAO, 2014). En relacion al queso de cabra,
en el afo 2013 la produccion en Espafa de leche de cabra
alcanz6é los 472.000 millones de litros. La mayor parte fue
transformada en queso, de leche pura, representando un 6,8
% del total de la produccién quesera en ese afio (MAGRAMA,
2015).

En Espafia se conoce un considerable numero de quesos
tradicionales. Algunos se producen a gran escala y estan
protegidos por regimenes de Denominaciobn de Origen
Protegida (DOP) o Indicacién Geogréafica Protegida (IGP). Por
el contrario, otros son de produccion artesanal o semiindustrial
y se consumen en areas muy limitadas (Martinez et al., 2011).
Andalucia es la principal productora de leche de cabra (2500
L/d), procedente de razas autdctonas. Esta produccion se
transforma principalmente en queso tradicional en queserias
artesanales o industriales, usando leche cruda o pasteurizada
(de la Haba, 2016). A nivel rural el queso de cabra incide en la
satisfaccion de necesidades nutricionales mientras en el medio
urbano, adicionalmente, es muy apreciado por sus
caracteristicas sensoriales distintivas.

Al mismo tiempo que ha incrementado el consumo global de
queso, han aumentado las exigencias sobre su aroma, sabor y
consistencia (McCarthy, 2015). Espafia es uno de los paises en
que existe una cultura gastrondmica relacionada con el queso.
En el afno 2015 la ingesta media de queso por persona y afo
se situé 7,78 (MAGRAMA, 2015). Un estudio sobre
preferencias revela que un queso tipico con DOP se compra en
los supermercados por lo menos una vez a la semana
(Tendero y Bernabéu, 2005). En este sentido, en el afio 2014,
se comercializaron cerca de 24 millones de Kg de queso

protegido elaborados en 492 queserias espafolas, tanto en el
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mercado nacional como en la UE y paises terceros, con un
valor econdmico total de 230,41 millones de euros. Esta cifra
indica la importancia del queso para la alimentacion tanto en
el mercado nacional como el internacional.

En la sociedades occidentales y paises del hemisferio sur
influidos por la cultura hispanica, como Ecuador, la elaboracion
de queso tradicional a pequefia escala constituye una
oportunidad para mejorar, valorizar este tipo de produccion
sostenible y buscar un nicho en el mercado de productos
diferenciados e innovadores. Adicionalmente, esta forma de
produccion de queso puede ser considerada un factor de
desarrollo social y econémico para las poblaciones rurales
menos favorecidas, contribuyendo a la permanencia en su
territorio. En este contexto, cabe destacar que el aroma, sabor
y textura, definen la identidad de un queso y son parametros
de calidad significativos que influyen sobre el consumo
preferencial y aceptacion de este alimento. El desarrollo de
estas caracteristicas sensoriales se ve afectado por el
procesado de la leche. De este modo, tanto la composicion de
la leche, como los procesos de coagulacion, moldeado,
prensado, asi como las condiciones de maduracion, estan
influidos por las reacciones bioquimicas de transformacion de
la lactosa, acetato y citrato, protedlisis y lipdlisis. Estas
reacciones, a su vez, tienen lugar por la actividad enziméatica
de la microbiota presente en el queso, asi como la actividad de
enzimas del cuajo y otras nativas de la leche.

El proceso de elaboracion es basicamente el mismo para todos
los quesos, pudiendo incorporarse cambios a partir de la
cuajada para obtener una amplia variedad de quesos que son
Unicos por su aroma, sabor y textura.

Distintos estudios han tratado de caracterizar algunos quesos

de cabra espafioles de elaboracion artesanal, estudiando
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indistintamente sus propiedades fisicas, quimicas Yy
microbioloégicas (Picon et al.,, 2016). Dos trabajos
desarrollados en distintas fases de producciéon del queso han
estudiado las comunidades microbianas presentes en 2
variedades de un mismo tipo de queso (Martin-Platero et al.,
2009; Moreno-Rojas et al., 2010), este ultimo examinando
aspectos nutricionales del producto. Ademas, se ha descrito el
proceso de elaboracion, aunque se han encontrado escasos
datos sobre las caracteristicas sensoriales (Martinez et al.,
2011). Un estudio reciente sobre muestras de toda Andalucia
determiné pH, grasa, sélidos totales, grasa/ST y NaCl en
funcion de la raza de cabra y el proceso de elaboracion a fin de
saber si hay un solo tipo de queso tradicional de cabra o varios
tipos (de la Haba, 2016). Sin embargo, no se han encontrado
aportaciones cientificas sobre VOCs responsables del aroma en
quesos de cabra caracterizados como tradicionales, lo que

sugiere algun tipo de dificultad analitica.

Finalmente, y tal como exponen Kongo y Malcata (2016), la
Ciencia de los Alimentos, con la implementacion de muchos
métodos analiticos y sirviéndose de mejoras instrumentales,
ha logrado avances en la comprension de la dinamica y el
desarrollo del aroma, sabor y textura del queso a fin de aplicar
estos conocimientos en investigacion y desarrollo de nuevos

productos.

1.1.2. Proceso de elaboraciéon del queso

El queso se caracteriza por ser una matriz dinamica, donde la
microbiota y su actividad bioquimica estan influidas por las

practicas de elaboracion y las condiciones ambientales.
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La Figura 1.1 ilustra el procesado general del queso. La
primera fase de su elaboracion es la preparacion de la leche, lo
cual incluye la estandarizacion de los niveles de caseina y
grasa hasta alcanzar las proporciones apropiadas para cada
tipo de queso. En el proceso se puede usar leche cruda, que
potencia el sabor, o leche pasteurizada, que elimina Ila
microbiota indeseable. Otra alternativa para este fin es usar
alta presion, lo que también influye sobre la actividad de la
plasmina y la protedlisis (Huppertz et al., 2004).
Para causar un ligero pero importante descenso del pH, a la
leche se le pueden adicionar acidos (lactico, acético, citrico,
malico o glucono-d-lactona), mientras la adicion de CacCl,
incrementa la firmeza de la cuajada.
La leche preparada se lleva a temperatura adecuada para el
desarrollo de los cultivos iniciadores, mesofilicos o termofilicos
(a veces cultivos coadyuvantes). Las cepas seleccionadas se
adicionan en funcién del tipo de queso para la conversion de
lactosa en acido lactico y para promover el desarrollo de
aroma y sabor durante la maduracion.
Otro paso esencial es la coagulacion de la caseina, la cual
puede desarrollarse siguiendo 3 mecanismos:

i) coagulacion enzimatica, con adiciobn a la leche de

proteinasas de origen animal (quimosina), fangicas o de

origen vegetal

i) adicion de &cido

iii) adicion de acido y calentamiento



[ Leche cruda ]

Seleccidn
Pretratamiento

@ Estandarizacién

[ Leche para queso ]

Acidificacion (por adicion de iniciador)
Aditivos (opcional): colorante, CaCl,.
Coagulacién: renina, acido producido in situ,
calor/acido

Coagulo

Corte del coagulo
Agitacién
Calor
Acidificacion (renina)
Cuajada Separacion de la cuajada del suero

Acidificacién
Operaciones especiales: hilado, extension
Salazdn (algunas variedades)
Moldeado
Presidn

Queso
fresco

Salazén (mayoria de las variedades)
Maduraciéon (mayoria de quesos
coagulados con renina)

v
=
U

Queso

madurado

Figura 1.1. Esquema general del procesamiento de queso (modificada de
Fox et al., 2000)



La mas comun es la coagulacion con adicion de quimosina,
cuya accion ocurre en 2 fases. En la fase enzimatica
desestabilizadora, hidroliza la k-caseina, formandose para-K-
caseina en las micelas de caseina. En la fase no enzimatica,
las micelas de caseina pierden la capacidad de interactuar con
el agua y son forzadas a interactuar unas con otras para
formar agregados micelares y cadenas, lo que produce un gel
estable en reposo. Este, al cortarse o fragmentarse da lugar a
la sinéresis con expulsion de suero. La tasa y prolongacion de
la sinéresis esta influida por muchos factores tecnoldgicos
(tamafio del coagulo, composicién de la leche, contenidos de
calcio y caseina, pH, temperatura de coccion, tasa de agitacion
de la cuajada, tasa de agitacion de la mezcla coagulo-suero de
leche y tiempo) (Beresford et al., 2004; Gobbetti et al., 2015).
La diferenciacion entre un tipo de queso y otro depende en
gran medida de la extension de la sinéresis, aunque influyen
también la composicion de la leche, el tipo y cantidades del
cultivo iniciador y de cuajo. La temperatura de coccion de la
cuajada es otra variable y depende del contenido de humedad
deseado para el queso, asi como de la tolerancia del cultivo
iniciador. Este factor suele variar desde 30°C (sin coccidén) en
quesos frescos, hasta 55°C para quesos con baja humedad.
Este tratamiento térmico controla el crecimiento de los cultivos
iniciadores y microorganismos indeseables.

Todos los factores tecnolégicos nombrados regulan los
cambios bioquimicos que pueden ocurrir durante la
maduracion y determinan el aroma, sabor y textura del
producto final (Fox, 2004).

Tras la coccion, la cuajada suele separarse del suero por
distintas técnicas especificas. Generalmente la cuajada se
transfiere a moldes para drenar el suero, mientras contintda la

acidificacion. Se aplica presion para expulsar el suero y
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mejorar la fusion de las particulas de cuajo. La adicion de sal
seca o salmuera, por efecto osmaotico, ayuda a la expulsion de
suero y a la pérdida de humedad del queso (Cocker et al.,
2005).

Mientras algunos tipos de quesos se consumen frescos, otros
se someten a un periodo de maduracion donde diferentes
procesos microbioldgicos y bioquimicos convierten la cuajada
en un queso con abundantes compuestos que generan sabor y
aroma. En esta etapa, la temperatura, humedad relativa y
tasas de O,, CO, y amonio inciden en el desarrollo de la
microbiota del queso y la actividad enzimatica. La maduracion
tiene lugar en cadmaras de temperatura y humedad
controladas, siendo la temperatura de maduracion
caracteristica de cada variedad de queso. El proceso puede
durar regularmente entre 2 semanas y mas de 2 afos,
pudiendo prolongarse hasta 10 afios (Almena-Aliste y Mietton,
2014).

El envasado del producto final puede someterse a atmodsfera
protegida para prevenir la alteracion o deterioro por causas
microbioldgicas, o el desarrollo de patégenos alimentarios,
cuidando a la vez que el impacto sea el menor posible sobre la
calidad del queso (Nduka, 2007).

Cada una de las fases del proceso de elaboracion varia en
relacion al tipo de queso, pero todas afectan también al
aroma, sabor y textura del producto terminado, al influir en
aspectos de su composiciobn, como el contenido en sal,

humedad, grasa y pH (Cocker et al., 2005).

1.1.3. Clasificacion del queso

A nivel global, la amplia diversidad de los quesos existentes

hace que su categorizacion sea compleja y basada en diversos
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criterios, especialmente de caracter tecnoldgico. El sistema
tradicional de clasificacion se basa en criterios de textura, tipo
de leche, método de coagulacion, temperatura de coccion,
composicion final del queso o el agente de coagulacion.
Existen también otros sistemas de clasificacion por familias y
enfoque didactico. Dicho enfoque clasifica a los quesos en base
a: coagulacion, pérdida de humedad y maduracion. Otro
esquema se basa en la cinética de acidificacion y la pérdida de
humedad. Asi, el sistema Ottogalli (Otogalli, 2000) hace
referencia a criterios microbiolégicos e integra caracteristicas
tecnoldgicas, quimicas y sensoriales. Este modelo organiza los
quesos en 3 grupos: i) Lacticinia, en base a la similitud con la
leche, incluyendo productos que derivan de la leche por
coagulacion acida (con o sin calentamiento); ii) Formatica, en
base a la forma; iii) Miscellanea, es un grupo heterogéneo que
incluye a los quesos ahumados, rallados, picantes, con frutas y
especias, quesos analogos y a los elaborados con tecnologia
de ultrafiltracion. Almena-Aliste y Mietton (2014) modificaron
la version didactica para clasificar la mayoria de los quesos de
Espafia con DOP. Este modelo integra la naturaleza de los
ingredientes crudos (materia prima), las caracteristicas de la
coagulacion, los principales pasos del proceso y una mejor

descripcion de las propiedades de textura del queso.

Otra clasificacion, en base a la combinacion o adicion de
cultivos iniciadores, establece los siguientes tipos: (1) quesos
elaborados con leche pasteurizada y cultivos iniciadores
seleccionados; (2) quesos producidos con leche pasteurizada y
cultivo iniciador natural; (3) quesos producidos con leche
termizada y cultivo iniciador natural; (4) quesos producidos
con leche cruda y cultivo iniciador seleccionado; (5) quesos

producidos con leche cruda e iniciador natural; (6) quesos
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producidos solo con leche cruda (Mucchetti et al., 2006;
Coppola et al., 2008).

Por otro lado, el catdlogo de quesos de Espafia establece una
clasificacion basada en: el tipo de leche (vaca, oveja, cabra,
mixta); el tipo de coagulacion (&cida, mixta, enziméatica); el
aspecto interior (textura cerrada sin o0jos, textura de o0jos
granulares, textura de ojos redondeados), la corteza (sin
corteza, untuosa y pimentonada, rugosa y con moho, seca
dura y natural, blanca y mohosa, aterciopelada, lisa y cerosa).
También establece diferencias segun el contenido en humedad
(quesos secos, contienen < 40% de agua, quesos muy
hiumedos > 67% de agua), el contenido en grasa sobre
extracto seco (45-50% de grasa y 50%), o el proceso de
maduracion (maduracion desde la superficie al interior del
queso, O maduracion en toda la masa). ElI tiempo de
maduraciéon define la edad del queso: los quesos tiernos tienen
de 1 a 30 dias de maduracion, los semicurados de 1 a 3
meses, los curados de 3 a 6 meses, los viejos de 6 a 9 meses
y los afiejos mas de 9 meses. En el presente estudio se usaron
quesos de leche de cabra, semicurados y curados.

El criterio region de origen distingue quesos con DOP e I0OP.
De acuerdo con la tecnologia de fabricacion, y en funcién de la
pasta y el tipo de coagulacion, los quesos se encuadran en 3
categorias: pasta lactica, pasta enzimatica y pasta mixta
(MAGRAMA, 2013).

Por su origen y método de procesamiento los quesos se
diferencian en quesos artesanos y quesos de fabricacion
industrial.

En definitiva, los criterios de clasificacion son muchos y muy
variados en funcion de muy diversos criterios. En general,
desde cualquier propuesta de clasificacion del queso se puede

apreciar una lista muy extensa de factores que marcan su
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diversidad y ademas determinan y definen el sabor y aroma
del producto final que resulta de la percepcion de compuestos
organicos volatiles, sean de origen microbiano o no, y que han
sido objeto de estudio en esta Tesis Doctoral mediante analisis
por IMS.

1.1.3.1. Quesos de elaboracion artesanal y quesos de
fabricacion industrial

Los quesos de elaboracion artesanal y los de fabricacion
industrial siguen los pasos basicos del procesado, pero
incluyen algunas diferencias. Asi, los quesos de elaboracion
artesanal usan leche minimamente procesada proveniente de
una sola explotacion ganadera junto con utensilios
tradicionales y métodos manuales. Los quesos de fabricacion
industrial, por el contrario, se elaboran en plantas
automatizadas y mecanizadas con una mezcla de leches
provenientes de muchas explotaciones ganaderas. De acuerdo
con Donnelly (2014), la pasteurizacion de la leche puede
suponer una mejora del sabor a queso, un rendimiento
superior, mayor uniformidad, extension de la vida util,
simplificacion del proceso de elaboracion, inocuidad y facilidad
de transporte. Por el contrario, también se ha descrito que los
quesos de leche cruda contribuyen a una mayor riqueza en sus
caracteristicas organolépticas.

En la elaboracion artesanal las técnicas deben acomodarse a
los cambios en la composicion de la leche y a las tasas de
fermentacion, mientras que en la produccion industrial las
variaciones en la composicion de la leche se minimizan antes
de la produccion en serie. En estos ultimos, la leche y la
actividad del cultivo iniciador son estandarizados.

En cuanto a los aspectos microbiolégicos, los quesos

artesanales pueden emplear cultivos iniciadores seleccionados,
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con amplia diversidad genética, o elaborarse sin ningun cultivo
iniciador. En este caso, la microbiota proviene de la resiembra
de suero usado en un lote anterior. A dicha microbiota
contribuye la leche cruda y el ambiente lechero (piel de la
ubre, pasto, suelo del establo, heces del animal, la piel del
granjero o quesero, las superficies de contacto o la sal marina
de la salmuera, entre otros factores). Esta microbiota
desarrolla un papel durante la fermentacion y maduracion del
queso (Escobar-Zepeda et al., 2016). Asi, segun De Filippis et
al. (2016), el comportamiento de la microbiota durante la
maduracién y los parametros tecnoldgicos aplicados pueden
influir en la produccién de queso y en la calidad del producto
final. En este sentido, Casalta et al. (2009), consideran que
Lactococcus spp. y Lactobacillus spp., junto a otras BAL de la
microbiota autdctona, son responsables de un sabor y aroma
mas intenso y fuerte de los quesos de leche cruda en relacion
a los quesos de leche pasteurizada. En general, en los quesos
de leche cruda, los VOCs provienen de la fermentacion de la
leche por la microbiota natural, a diferencia de los quesos de
leche pasteurizada en cuyo proceso se han inoculado una o
varias cepas de una o varias especies bacterianas (Ocak et al.,
2015).

En base a la percepcion de los consumidores europeos, un
queso tradicional o de elaboracion artesanal se describe como
un producto de consumo frecuente o0 asociado con
celebraciones especificas y/o estaciones del afio. Se elabora
con poca manipulacién o ningun procesado, y es un producto
diferenciado y conocido por sus peculiaridades en sabor,
aroma y consistencia, asociandose a un determinado lugar,
region o pais. La designacion “queso tradicional” también
puede aplicarse a los quesos hechos en granjas o en pequefas

lecherias usando leche termizada o pasteurizada, inoculada
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con varias combinaciones de in6culos y permitiendo el
crecimiento y expresion de la microbiota autéctona (Guerrero
et al., 2009). En base a estas diferencias, la microbiota
presente contribuye de manera distinta a cada uno de estos
tipos de queso. Por todo ello, Espafia y otros paises de la
Uniébn Europea protegen sus quesos tradicionales ante
potenciales fraudes, centrandose en la legislacion del
etiquetado, para acreditar un estandar de calidad diferenciada,
apareciendo asi las categorias de quesos con DOP y la IPG.
Estos quesos, por sus peculiaridades y su forma de
elaboracién, que siguen estrictas especificaciones establecidas
a través de conocimientos ancestrales, son de alto valor en el
mercado (Tedeschi et al., 2013). El catalogo electrénico de
quesos espafoles describe en el afo 2013, 33 quesos
protegidos (MAGRAMA, 2015). Como valor agregado, estos
productos contribuyen a la supervivencia de plantas lecheras a
pequefia escala en un mundo cada vez mas globalizado que
promueve el comercio local y hasta internacional de nuevos

productos con altas ventajas competitivas.

1.1.4. ElI queso como ecosistema microbiano y las

caracteristicas sensoriales

El queso como ecosistema se encuentra en flujo continuo en
términos de factores externos, factores intrinsecos tales como
la composicion fisico-quimica y las interacciones entre las
diferentes comunidades microbianas. La microbiota de
cualquier tipo de queso estad afectada por el origen y el
tratamiento de la leche, por las préacticas higiénicas aplicadas
durante el ordefo, por el proceso de elaboracion y, en su caso,
por la maduracion (Ndoye et al., 2011; Beresford et al., 2001;
Caldeo y McSweeney, 2012).
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El pH, junto con el potencial réedox (Eh), la humedad y la
concentracion i6nica al principio de la maduracion, son
cruciales al configurar el microambiente quimico en el interior
y superficie del queso. El ambiente quimico junto con los
factores extrinsecos (temperatura, humedad relativa,
exposicion al oxigeno y aire en circulacion) y el manejo fisico
(frotamiento, raspado, torneado), determinan la microbiota
que va a ser favorecida o suprimida en la maduracion, asi
como las sucesiones microbianas que afectan profundamente
al aroma del queso, su sabor, textura y apariencia.

El entorno quimico, junto con el ambiente fisico, conforman la
ecologia microbiana del queso en el curso de la maduracion,
influyendo también el proceso enzimatico y fisico-quimico.
Todos estos cambios transforman el aroma, el sabor, la
textura y la apariencia visual de un queso a traveés del tiempo
(Kindsted, 2014).

A continuacion se describen los efectos potenciales de los

factores ecoldgicos sobre el queso y su microbiologia.

1.1.4.1. Actividad de agua

La actividad de agua (a,) se define como la relacion entre la
presion de vapor de agua de un alimento (p) y la presion de
vapor del agua pura (po) a la misma temperatura (McSweeney
y Fox, 2004).

La a, mide la cantidad de agua disponible para el metabolismo
microbiano. Sus valores oscilan entre 0 y 1. El umbral minimo
de a,, para las BAL es algo inferior que para otras bacterias.

Sin embargo, después del drenaje, salazon y durante la
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maduracion, la a,, oscila entre 0,917 y 0.998. La a,, disminuye
debido a la evaporacion del agua, adicion de sal, hidrdlisis de
proteinas y triglicéridos. La pérdida de humedad suele
controlarse mediante incremento de la humedad relativa en la
sala de maduracion o recubriendo el queso con cera o plastico.
Diferentes zonas del queso pueden presentar variacion en los
valores de a,. En quesos duros y semiduros la a,, es mas alta

hacia el centro (Beresford et al., 2001).

1.1.4.2. Concentracioén de sal

La adiciéon de sal al queso aumenta la presion osmatica en la
célula bacteriana, a la vez que reduce la a,, inhibiendo el
desarrollo microbiano. La concentracion de sal necesaria
dependera del pH y del contenido de humedad. Generalmente
0.7-100 ¢g/100 g es suficiente para el queso, lo cual
corresponde a valores de a, de entre 0.97 y 0.99,

respectivamente (Beresford et al., 2001).

1.1.4.3. pH y acidos organicos

Debido a la acumulacion de acidos organicos, a un pH
comprendido entre 4.5-5.3 no sobrevivirian especies
microbianas sensibles a pH &acido, mientras que si lo hacen las
BAL (Beresford et al., 2001). La determinacion del pH controla
de forma indirecta la fermentacion y el crecimiento de BAL
(Caldeo y McSweeney, 2012).

1.1.4.4. Temperatura de maduracion

Las bacterias relacionadas con la elaboracion del queso y su
maduraciéon son mesofilicas o termofilicas (principalmente
mesofilas) con temperaturas de crecimiento que oscilan entre
30-42°C, respectivamente. La temperatura a la cual se

madura un queso es un equilibrio entre la necesidad de
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favorecer las reacciones de la maduracion y a la vez propiciar
el crecimiento de una microbiota secundaria deseable que
evite la contaminacion por potenciales bacterias patdgenas.
Temperaturas mas elevadas aceleran la maduracion, pero los
cambios de textura, sabor y aroma son a menudo nho

deseables (Beresford et al., 2001).

1.1.4.5. Potencial redox

El potencial de oxidaciéon-reduccién (En) es otra caracteristica
fisicoguimica que define el microambiente del queso durante
su elaboracion y maduracion. ElI E, mide la tendencia del
queso a oxidarse o reducirse.

El queso es un sistema esencialmente anaerobico por el
crecimiento del cultivo iniciador que reduce el oxigeno en la
leche. Asi, en esta matriz pueden crecer microorganismos
anaerobios estrictos o facultativos. ElI E, selecciona los
microorganismos en el queso, pudiendo variar desde +300 mV
para aerobios a menos de -400 mV para anaerobios. Algunos
estudios demuestran que la leche a 25°C y pH 6.6-6.7 tiene
valores positivos de E;,, mientras que diferentes tipos de
quesos tienen valores negativos, -180 mV, -300 a -360 mV
(Caldeo et al., 2012). El E; negativo en el interior de un queso
excluye a microorganismos aerobios estrictos, como
Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus o Micrococcus spp.,
que si pueden crecer en la superficie (Beresford et al., 2001).
El potencial rédox negativo de un queso también contribuye al
desarrollo del sabor y favorece la estabilidad del aroma.
Ademas, la anaerobiosis y un potencial rédox bajo contribuye
al desarrollo de un aroma y sabor homogéneos (Caldeo et al.,
2012). Por consiguiente, el control del E, durante Ila
elaboracion de queso y su maduracion podria ayudar a

precisar el desarrollo de aroma en el queso.
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1.1.4.6. Interacciones microbianas

En general, la microbiota del queso es una comunidad
funcional, formada por la sucesién de grupos microbianos que
actuan a lo largo del proceso de elaboracion (Achilleos y
Berthier, 2013), durante la fermentacion de la leche, la
maduracion de la cuajada y el almacenamiento del producto.
Es asi como diferentes grupos microbianos, bacterias (sobre
todo BAL), levaduras y mohos estan presentes
simultineamente en los quesos tradicionales elaborados con
leche cruda. Las bacterias encontradas al final de la
maduracién de un queso son las supervivientes y las mejor
adaptadas a los cambios fisico-quimicos del ambiente y que a
la vez han desplazado a los microorganismos competidores.
Por tanto, la composicion y evolucion de esta comunidad
definen las caracteristicas singulares de un queso, su vida
media y su seguridad. El conocimiento de estas interacciones
microbianas ofrece la base para mejorar el aroma y el sabor
del queso, asi como controlar y prevenir el desarrollo de
patégenos 0 microorganismos alterantes (Wouters et al.,
2002; Irlinger y Mounier, 2009). Finalmente, la funcion de
cada organismo en la comunidad microbiana aun no ha sido
totalmente comprendida en términos de produccion de
compuestos relacionados con el aroma y sabor (Escobar-
Zepeda et al., 2016).
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1.2. EL AROMA DEL QUESO Y LA MICROBIOTA
IMPLICADA

1.2.1. Percepcidon del aroma y sabor a queso

El aroma y el sabor son atributos esenciales para la aceptacion
del queso por parte del consumidor. El aroma del queso
proviene de una mezcla equilibrada de compuestos organicos
volatiles, con diversidad de grupos funcionales, mientras que
los compuestos no volatiles (acidos organicos, sales minerales,
aminoacidos libres o péptidos hidrolizados) se asocian al
sabor. La percepcion del aroma y el sabor del queso resulta de
interacciones sensoriales complejas; éstas ocurren antes,
durante y después del consumo e incluyen apariencia, aroma y

textura (Niimi et al., 2014a; Niimi et al., 2016).

La percepcion de sabor es compleja y se entiende como la
sensacion que surge en receptores cerebrales a partir de la
integracion o interaccion de seflales quimicas provenientes de
la estimulacion simultdnea de varios sentidos (Delahunty y
Drake, 2004).

En la percepcion del sabor son importantes la matriz
alimentaria y el valor de actividad odorifera, es decir, la
relacion entre la concentracion de un compuesto en un
producto y el umbral nasal o retronasal de ese compuesto
cuando se encuentra en el producto o en una matriz muy
similar. Por otra parte se ha demostrado que el aroma esta
influenciado por los sabores dulce, salado, acido, amargo y
umami (los compuesto del sabor umami son glutamato
monosodico, inosina 5° monofostato y guanilo 5° monofosfato
(lwaniak et al., 2016); y a la inversa, los sabores influencian

el aroma (Fujimaru y Lim, 2013). Es decir, en la mezcla de
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sabor y aroma ocurren interacciones sensoriales cruzadas

(Niimi et al., 2015).

De acuerdo a lo anterior, el sabor a queso durante el consumo
estara determinado no soélo por la percepcion de un compuesto
individual sino por una mezcla de compuestos volatiles
responsables del sabor. Niveles de sabor y aroma conjuntos
producen percepciones caracteristicas y especificas para un
tipo particular de queso. Sin embargo, un cambio en la
concentracion de los componentes volatiles o no volatiles
puede cambiar su equilibrio y alterar el sabor percibido. De
esta manera las combinaciones andmalas ocasionan sabores
andmalos en un producto (Guerrit et al., 2005; Niimi et al.,
2016).

Asi mismo, la percepcion del aroma y otras caracteristicas
sensoriales de un queso reflejan la leche de la cual proviene,
el proceso usado en su produccion y los cambios fisicos y
quimicos que ocurren durante la maduracién. Cabe resaltar
que la calidad de la leche usada esta determinada por la raza
del animal, por su dieta y el estado de lactacion. Por otra
parte, el tratamiento de la leche antes de la produccion de
queso, en particular el tratamiento térmico, puede destruir
microorganismos Yy reducir la actividad enzimatica, limitando el
desarrollo del caracter sensorial durante la maduracion.
Ademas, la temperatura y el tiempo de maduracién pueden

variar e influir sobre el aroma del queso.

Durante la producciéon de queso, el coagulante usado para
formar la cuajada, la cantidad de sal afiadida, el tipo de cultivo
iniciador y el uso de cultivos adyuvantes estableceran también

las caracteristicas sensoriales (Kindsted, 2014).

Las moléculas odoriferas clave para el olor y el sabor del

queso pueden ser analizadas por una técnica instrumental de

-22 -



vanguardia, la espectrometria de movilidad i6nica, la cual se

describira mas adelante.

1.2.2. La microbiota del queso

En la leche cruda se han descrito mas de cuatrocientas
especies microbianas, que incluyen BAL, bacterias Gram
positivas-catalasa positivas, bacterias Gram negativas,
levaduras y mohos. Esta biodiversidad disminuye hacia el
centro del queso, a cuyo nivel domina numeéricamente un
pequefio numero de BAL. La microbiota persiste de manera
general en la superficie del queso, donde hay mas O
disponible. Alli existen numerosas especies de bacterias
(Corynebacteriaceae y Micrococcaceae), levaduras y mohos.
La diversidad de la microbiota del queso se explica por una
amplia variacion en la dinamica de las mismas especies en

quesos diferentes (Montel et al., 2014).

Los quesos de cabra contienen microorganismos provenientes
de la leche de origen. Se usa para elaborar quesos a nivel de
granja o0 en pequefas lecherias. Estos quesos son
particularmente comunes en el sur de Europa y paises del
Mediterraneo. La leche de cabra es tipicamente dominada por
BAL incluyendo especies de Lactococcus (3.7 x 10° UFC mL™),
Lactobacillus (1.34 x 10° UFC mL™), Leuconostoc (3.27 x 103
mL™?) y Enterococcus (2.95 x 10° UFC), como también
Enterobacteriaceae, Micrococcacea, mohos y levaduras (Montel
et al., 2014).

La microbiota tipica de la leche de origen en el queso suele
encontrarse acompafada de Corynebacteria y Brachybacteria,
y varias especies haldfilas no asociadas previamente con la

leche. La microbiota también varia de acuerdo a cambios
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estacionales, dominando en invierno Lactococcus Yy
Pseudomonas, en verano Klebsiella, o en otofio
Chrysobacterium, Acinetobacter baumanii, Staphylococcus,
Corynebacteria y levaduras. Estas diferencias se atribuyen a
cambios en alimentacion, condiciones de clima y estado de

salud de los animales (Stellato et al., 2015).

Adicionalmente, existe wuna microbiota asociada a la
maquinaria, superficies, agua, es decir al ambiente de la
queseria. Dependiendo del tipo de microorganismo, esta
microbiota puede ser funcional para la maduracién del queso,
o al contrario puede significar un peligro para la calidad y
seguridad del producto (Stellato et al., 2015). Todas estas
bacterias pueden contribuir a configurar la microbiota del
queso. Se conoce que cepas especificas aisladas de la leche se

han adicionado a cultivos iniciadores o coadyuvantes.

1.2.2.1. Bacterias acidolacticas

Se han catalogado mas de mil variedades de queso en el
mundo entero. Cada una es Unica respecto al sabor, aroma y
textura (Gobbetti et al., 2015). En realidad, la complejidad,
dindmica y diversidad de un queso visto como sistema no
puede explicarse sin la intervencion de una microbiota que
estd naturalmente presente en la leche o que haya sido
adicionada deliberadamente. Gran parte de esta microbiota
esta constituida por las BAL, que determinan las
caracteristicas sensoriales, la vida media y la inocuidad de un

queso (Ganzle, 2015).

Las BAL tipicas son bacterias de pared Gram-positiva, bacilos o
cocos no formadores de esporos, no motiles, catalasa

negativas, quimiorganotrofos, exigentes en sus requerimientos
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nutritivos, ya que necesitan azlcares preformados,
aminoacidos, vitaminas del grupo B y bases purinicas y
pirimidinicas. En cuanto a los requerimientos ambientales, su
rango de temperatura varia entre 5-45°C. Algunas pueden
crecer a pH 3.2 y otras a valores altos como 9.6, aunque la
mayoria crece entre pH 4.0-4.5. Las BAL, a pesar de su
metabolismo anaerobio son aerotolerantes y en presencia de
aire pueden formar colonias en medios soélidos. Estas
bacterias, gracias a un buen sistema de transporte celular y
enzimas hidroliticas, pueden fermentar la lactosa y otras
hexosas. Su principal producto metabdlico es el &acido lactico
(Pescuma et al., 2008; Holzapfel y Wood, 2014), si bien las
heterofermentativas también forman productos adicionales,
como el acetato, etanol, CO,, formato o0 succinato

(Kleerebezem y Hugenholtz, 2003).

Filogenéticamente, las BAL corresponden al filo Firmicutes,
clase I: Bacilli, orden Il: Lactobacillales que agrupa 6 familias:
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, Leuconostoccaceae, Streptococcaceae, las
que en total comprenden 40 géneros, entre los que se
encuentran Lactobacillus y Lactococcus (Crowley et al., 2013;
Holzapfel & Wood, 2014). Estas bacterias son generalmente
consideradas como seguras: ‘Generally Regarded As Safe’
(GRAS) y/o de presuncion calificada de seguridad ‘Qualified
Presumption of Safety’ (QPS) por la Food and Drug
Administration (FDA) y la European Food Safety Authority
(EFSA), respectivamente, por haber demostrado efectos
beneficiosos e inocuidad tras largos periodos de consumo
(FDA, 2010; Valenzuela et al., 2015). Sin embargo, estudios
de bioseguridad han revelado que algunas especies de BAL
estdn implicadas en casos aislados de patogenicidad en
individuos predispuestos (Bernardeau et al., 2008).
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Desde el punto de vista tecnoldgico, los géneros mas
importantes de BAL son Lactococcus Yy Lactobacillus.
Lactococcus lactis incluye dos subespecies, L. lactis subsp.
lactis y L. lactis subsp. cremoris, que son muy conocidas por
su papel como iniciadores en la industria del queso. Estos
microorganismos se distinguen fenotipicamente unos de otros
por la utilizacion de arginina y citrato, por la temperatura de
crecimiento, tolerancia a la sal, capacidad de fermentar la
maltosa y actividad glutamato decarboxilasa, que son positivas
para L. lactis subsp. lactis (Nomura et al., 2006). Sin
embargo, el fenotipo y las designaciones genotipicas no se
corresponden necesariamente, introduciendo cierta confusion
en su taxonomia (Kelly et al., 2010). Adicionalmente,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis (L.
diacetylactis) asimila el citrato, produciendo diacetilo, un
potente compuesto responsable del aroma (Fernandez et al.,

2011).

Lactococcus estd presente de forma natural en las plantas, en
la leche y en quesos artesanales, pero también pueden
adicionarse a quesos de leche pasteurizada. Su principal
funcion es la acidificacion mediante la formacion de L-lactato,
contribuyendo ademas a la protedlisis (Mills et al., 2010) y a la
conversion de aminoacidos en alcoholes, cetonas y aldehidos,
a la utilizacion del citrato y al metabolismo de las grasas
(Quigley et al., 2013).

El género Lactobacillus es muy diverso, se encuentra en nichos
ricos en carbohidratos y en la leche cruda. Se caracteriza por
sus actividades proteolitica y lipolitica, asi como por su
capacidad para producir compuestos del aroma 'y
exopolisacaridos. Varios lactobacilos agrupados como bacterias

acidolacticas no iniciadoras (BALNI) se adaptan a las
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condiciones de maduracion del queso (deplecion de nutrientes,
pH acido, a, baja) y pueden hidrolizar proteinas y lipidos para
generar compuestos que contribuyan al aroma, sabor y
textura del queso. Este género incluye: L. casei, L. paracasei,
L. plantarum/paraplantarum, L. rhamnosus, L. curvatus y L.

brevis, entre las especies mas frecuentes.

En el presente trabajo se usaron L. casei, L. paracasei subsp.
paracasei, L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris
para el estudio de metabolitos volatiles especificos para la
discriminaciéon de estas bacterias de interés en la tecnologia

del queso.

1.2.2.2. Cultivos iniciadores y cultivos no iniciadores de BAL

El queso alberga una microbiota altamente diversa. Sin
embargo, en su elaboracién se usan tres tipo de cultivos:
cultivos iniciadores primarios (starters), cultivos secundarios o
coadyuvantes, Yy Dbacterias no iniciadoras (nonstarters)
(Beresford et al., 2004; Irlinger et al., 2009). Actualmente, la
industria quesera utiliza los cultivos iniciadores definidos e

indefinidos (Smid et al., 2014).

La funcion primaria de los cultivos iniciadores durante la
elaboracién del queso es producir suficiente acido a través de
la produccion de L-lactato, para reducir el pH de la leche a un
nivel deseado. Igualmente estos cultivos contribuyen a la
maduracion del queso debido a que sus enzimas estan
implicadas en la protedlisis, lipdlisis y en la conversion de
aminoacidos a compuestos responsables del aroma y el sabor
(alcoholes, cetonas, aldehidos). Lactococcus posee una
mayoria de enzimas intracelulares que se liberan por autolisis.

Se ha demostrado que los quesos elaborados con estas cepas
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son de mejor sabor. Los cultivos secundarios no juegan un
papel durante la elaboracion del queso pero estan implicados
con las bacterias iniciadoras en el proceso de maduracion
(Beresford et al., 2004).

Las bacterias lacticas no iniciadoras conforman la mayoria de
la poblacion de lactobacilos en muchas variedades de queso;
no contribuyen a la produccion de &acido pero contribuyen al
desarrollo del sabor durante la maduracion del queso. Estas
bacterias se subdividen en tres grupos: homofermentativas
estrictas, heterofermentativas facultativas y
heterofermentativas estrictas (Beresford et al., 2004). Entre
los lactobacilos heterofermentativos mesofilos se encuentran
principalmente L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L.
rhamnosus, L. plantarum y L. curvatus (Beresford et al.,
2001). Las BAL homofermentativas, por la produccion de acido
lactico, influyen sobre la textura, el contenido de humedad y la

inhibicion de patégenos.

La microbiota mesdfila no iniciadora proviene de la leche cruda
y del ambiente. Su presencia se incrementa tras la autolisis de
la microbiota termofila en la fase de maduracion, lo que ocurre
cuando toda la lactosa residual del queso ha sido utilizada por
los iniciadores. Junto a las BAL no iniciadoras, otras bacterias,
levaduras y mohos estan implicados en la produccion de
compuestos del sabor y aroma (Neviani et al., 2009; Quigley
et al., 2012).

1.2.3. El desarrollo del aroma en el queso

El aroma y sabor (flavour) de un queso resulta de un proceso
bioquimico que esta influenciado por el tipo y la composicion

quimica de la leche, por la forma de procesamiento y por los
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microorganismos que contribuyen con su sistema enzimatico.
En este apartado, y tras revisar el procesamiento y la
microbiota del queso, se describira lo mas relevante de la

bioquimica del flavour.

Las rutas metabdlicas que ocurren en el queso durante la
maduraciéon se agrupan en: 1) metabolismo de lactosa
residual, lactato y citrato; 2) lipolisis y metabolismo de los
acidos grasos resultantes; y 3) protedlisis de la caseina,
conversion a péptidos y aminoacidos y el catabolismo de los

aminoacidos a compuestos volatiles del olor y sabor.

Por otra parte, la produccibn de sabor y aroma esta
condicionada por la actividad de enzimas que degradan la
leche asi como por la complementacion de rutas metabdlicas
por distintas cepas microbianas. Las Figuras 2.1 y 2.2
muestran las rutas bioguimicas que conducen a la formacion

de sabor y olor en los quesos (Jelen et al., 2012).
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Figura 2.1. Rutas metabdlicas en microorganismos conducen a la
formacion de metabolitos secundarios (superficie gris) responsables del
sabor y aroma en el queso (Jelen et al., 2012).
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Figura 2.2. Productos derivados del metabolismo de acido lactico (Jelen et
al., 2012).

1.2.3.1. Metabolismo de la lactosa

Un paso clave en la elaboracion del queso es el metabolismo
de la lactosa a D-Lactato por el crecimiento de cultivos
iniciadores o por racemizacion del L-lactato. La lactosa se
hidroliza por un cultivo tipo, el cual produce glucosa y
galactosa. La glucosa se oxida a piruvato por la ruta Emden-
Meyerhof. La galactosa, por la ruta Leloir pasa a glucosa-6-
fosfato y (gliceraldehido-3-fosfato hasta convertirse en
piruvato, que es el compuesto de partida para la formacion de
diacetilo, acetoina, acetato, acetaldehido y etanol (Marilley et
al., 2004). La extensidon de esta ruta depende de la poblaciéon
de cultivos no iniciadores y de la disponibilidad de oxigeno

(McSweeney y Sousa, 2004).

El lactato también puede ser metabolizado durante la
maduracion a propionato, acetato, agua y CO.. El lactato y el
propionato contribuyen al sabor del queso. El metabolismo
anaerobico de lactato produce butirato e hidrégeno y puede

ocasionar hinchamiento en el queso. El lactato puede oxidarse
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a CO; y H»O; ademas, se convierte en formato, etanol y

acetato (por Pediococcus) (McSweeney et al., 2004).

1.2.3.2. Utilizacion del citrato

El citrato es un importante precursor de compuestos
responsables del aroma y el sabor, y es metabolizado por
cepas citrato positivo de Lactococcus. Los productos del
metabolismo del citrato incluyen CO,, acetolactato y los

compuestos diacetilo y acetoina (Marilley et al., 2004).

1.2.3.3. Metabolismo de los lipidos

Los lipidos del queso pueden ser oxidados o hidrolizados, pero
la oxidaciéon puede ser muy limitada por un potencial rédox
negativo (alrededor de -250 mV) (Collins et al., 2003).

Los agentes lipoliticos son proteinasas y lipasas (enzimas
presentes en la leche), el coagulante renina y enzimas
intracelulares esteroliticas y lipoliticas de la microbiota
(cultivos iniciadores, no iniciadores y coadyuvantes). Estas
enzimas liberan los acidos grasos durante el periodo de
maduracion (Fernandez et al., 2000). Al mismo tiempo, los
acidos grasos son sustratos de reacciones enzimaticas y
precursores de compuestos volatiles del sabor y aroma, que se
originan por B-oxidacion y decarboxilacion dando lugar a
metilcetonas y alcoholes secundarios, mientras la
esterificaciéon de hidroxiacidos produce lactonas. Los &cidos
grasos reaccionan con alcoholes para formar ésteres como el
butanoato de etilo, hexanoato de etilo y acetato de etilo
(McSweeney y Sousa, 2000). Los &acidos grasos del queso

tienen bajo umbral de olor y contribuyen al aroma y sabor de
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muchas variedades de queso. Sin embargo, la lipdlisis también

puede producir defectos en el sabor y aroma.

1.2.3.4. Protedlisis

La protedlisis es mas compleja, y el proceso de mayor
importancia del metabolismo primario durante la maduracion
del queso. La caseina es hidrolizada por la actividad residual
del coagulante (quimosina) y por proteinasas endogenas de la
leche (plasmina). Esta hidrodlisis afecta a un rango de péptidos
de tamafio mediano y pequefio mientras que las proteinasas
de la cubierta celular y peptidasas intracelulares de BAL
producen péptidos solubles en agua y aminoacidos. Las
bacterias iniciadoras tienen mayor actividad proteolitica que

las no iniciadoras.

La protedlisis favorece una textura suave del queso debido a la
hidrdlisis de la caseina de la cuajada y por la disminuciéon de la
ayw. Ademas influye sobre el aroma y el sabor a través de la
produccion de péptidos cortos y aminoacidos. Por otro lado, la
degradaciéon de la caseina durante la maduracion de los

quesos puede formar péptidos causantes de sabor amargo.

1.2.3.5. Metabolismo de aminoacidos libres

Las BAL usan aminoacidos para sintetizar proteinas. Ademas,
estos compuestos sirven como fuente de energia para obtener
el pH interno adecuado en un ambiente acido, para regenerar
co-substratos y para biosintesis. Por otra parte, los
aminoacidos son precursores de reacciones catabdlicas de
decarboxilacion, deaminacion, dehidrogenacion, reacciones

importantes para el aroma y el sabor de los quesos.
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Las reacciones catabdlicas necesitan decarboxilasas,
transaminasas, deaminasas, liasas y dehidratasas, mientras
las enzimas requieren de factores ecoldgicos favorables (pH,

aw, temperatura, sustratos) para su funcionamiento.

Dos rutas principales convierten los aminoacidos en
compuestos responsables de aroma y sabor: reacciones de
eliminacion catalizadas por aminoacido liasas y rutas iniciadas
por aminotransferasas. Las aminotransferasas convierten los
aminoacidos en sus correspondientes cetoacidos, compuestos
intermediarios clave para el desarrollo del aroma. Dichos
compuestos pueden ser convertidos a a-hidroxiacidos, a
derivados de acetil-CoA y aldehidos, en funcién de los
aminoacidos precursores. Posteriormente, los aldehidos pasan
a alcoholes y los alcoholes a acidos carboxilicos (Steele et al.,
2013). Asi, a partir de leucina, empezando por una reaccion de
transaminacion para formar q-ceto-iso-caproato, L. casei,
Lactobacillus casei subsp. paracasei, Lactococcus lactis subsp.
lactis y L. lactis subsp. cremoris, usados en esta Tesis, han
producido 3-metil butanal, y por posterior reduccion 3-metil
butanol, un compuesto con aroma descrito a queso fresco,

penetrante, alcohdlico, tipico del queso de cabra.

1.2.4. El desarrollo del aroma y el sabor del queso bajo

el enfoque de la biologia de sistemas

Desde el enfoque de la biologia de sistemas, el desarrollo del
aroma y sabor en el queso puede ser comprendido mejor con
los nuevos aportes de la gendmica, transcriptomica,
proteOmica y metabolémica. En este contexto, los estudios
genéticos han logrado avances en el conocimiento de la
evolucion de las BAL, su genética, fisiologia, diversidad y

metabolismo, aspectos que son de interés directo para la
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tecnologia del queso. Ademas, el analisis de la transcripcion
del genoma ha llevado a explorar las funciones de genes
desconocidos y los reguladores pleiotropicos (globales) en la
formacién de estos compuestos de interés para el aroma y el
sabor. Finalmente, la metabolomica, desde el estudio
sistematico de una unica huella quimica ligada a procesos
celulares especificos, es fundamental para la comprension del
aroma y sabor del queso, debido a que resulta de la
acumulacion de metabolitos de BAL. Los aportes de la
metabolémica en el estudio de estos compuestos han
producido una libreria de posibles compuestos responsables
del aroma y el sabor, asi como el estudio de los
requerimientos nutritivos de bacterias no iniciadoras y el flujo
celular en la produccion de los compuestos clave del flavour

(Steele et al., 2013).

1.2.5. Importancia de los compuestos del sabor y aroma

en agroalimentacion

Los VOCs en general, al igual que los VOCs de origen bioldgico
(BVOCs) desempeian un papel importante en la ciencia de los
alimentos, debido a que originan el aroma y sabor (flavour),
atributos clave que determinan la calidad organoléptica y
aceptabilidad de un alimento (Biasioli et al., 2011). Estos
compuestos se caracterizan por su alta presion de vapor, un
peso molecular menor a 300 Da, con polaridad variable, pero
que pueden ser percibidos por el sistema olfatorio humano
cuando su concentracion sobrepasa el umbral de olor con
valores en ng L o ng Kg? aunque estos valores bajos

dificultan su identificacion y cuantificacion (Jelen et al., 2012).
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Los compuestos volatiles del aroma se producen y liberan en
casi todos los pasos de la cadena de produccion “de la granja
a la mesa”. En la cadena del queso, el analisis de VOCs es
interesante para controlar el procesamiento, la maduracion y

almacenamiento de este producto.

Un perfil aromatico es dinamico, se define por la apreciaciéon
sensorial y puede ser una evidencia de calidad. Hay
experiencias en que la comparacion de un queso original con
sus imitaciones, revelan que el perfil del original tiene una
mayor cantidad de volatiles y un aroma mas desarrollado que
los otros quesos. Por otro lado, quesos similares a quesos
artesanales (originales) pero producidos industrialmente
muestran un sabor menos intenso que los quesos originales

(Majcher et al., 2010).

De igual manera, para detectar la existencia de una
adulteracion y garantizar la autenticidad de un queso se puede
determinar la cantidad de uno o mas compuestos marcadores
en la muestra de ensayo y comparar el resultado con un queso
de referencia, siendo importante considerar que la producciéon
de queso puede variar segun el sistema de alimentacion de los
animales proveedores de la leche, los cultivos iniciadores
usados, la temperatura de calentamiento, el salazonado y el
tiempo de maduracion. Estas variables producen diferencias de
caracter fisico, quimico y microbioldégico, sensibles de
deteccién y que al ser estudiadas puede indicar el origen de

los quesos (Tedeschi et al., 2013).

Respecto a estudios de autenticidad, cabe sefalar que la
alteracion mas comun en la producciéon de queso puede ser la
sustitucion completa o parcial de una leche original por otra,

de menor precio y mayor disponibilidad (Hrbek et al., 2014),
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lo que podria evidenciarse mediante el perfil de volatiles.
Paralelamente, las emisiones de volatiles generadas en el
procesado de alimentos, por los cultivos, en las industrias
alimentarias, granjas y plantas de compostaje también pueden
resultar de interés para el aprovechamiento de residuos de la

industria agroalimentaria.

1.2.6. Importancia de los compuestos organicos

volatiles producidos por los microorganismos del queso

Durante la elaboracion y maduracion del queso se producen
emisiones por un alto niumero de BAL y otros microorganismos
responsables del aroma. Al final, la apariencia de un perfil
volatil caracteristico se atribuye al metabolismo especifico o
ruta metabdlica que esta activa en la bacteria. También
depende del sustrato y de las condiciones de crecimiento, pH,
humedad y temperatura por lo que el aroma de compuestos
liberados puede variar dando lugar a perfiles diferentes.
Ademas, el metabolismo bacteriano varia en sus sucesivas

fases de latencia (lag), exponencial (log) y estacionaria.

La produccion bacteriana de volatiles puede ser elevada y muy
diversa. Existe una base de datos (Lemfack et al., 2014) que
cataloga cerca de mil VOCs identificados a partir de
microorganismos, de gran importancia por su relevancia
biologica, pues los volatiles ademéas de ser responsables del
sabor y aroma de un alimento también pueden mediar
interacciones que permitan el crecimiento, la supervivencia o
inhibicion de poblaciones bacterianas en nichos ecoldgicos
como el queso, asi como el desarrollo de comunidades de

diferentes microorganismos.
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Se asume que los volatiles de origen bacteriano, de modo
similar a otros volatiles de origen bioldgico, también pueden
servir como i) infoquimicos, ii) sefalizadores celulares, iii)
valvula de liberacion de carbono y iv) promotores o inhibidores
de crecimiento celular (Kai et al., 2009). Durante la
maduracién del queso, los volatiles producidos por la
microbiota lactica, derivados del terpeno, benceno,
compuestos alifaticos y sulfuro podrian estar implicados en
reacciones antagonicas frente a microbiota indeseable. Desde
otro enfoque, la deteccién de volatiles microbianos también
estd relacionada con la contaminacibn de productos
alimenticios. Su presencia puede reflejar la condicién del

crecimiento y el deterioro (Wang et al., 2016).
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1.3. EL ANALISIS DE AROMA EN ALIMENTOS Y
MICROORGANISMOS

El andlisis del aroma en alimentos incluye las fases de
extraccion, separacion y cuantificacion de los VOCs, lo que
representa ciertas dificultades debido a la baja concentracion
de estos compuestos, por su umbral odorifero muy bajo y la
complejidad de la matriz alimentaria. Ademas, la seleccion del
método de extraccidon y la instrumentacion que se prevé usar
debera estar acorde a las caracteristicas quimicas, polaridad y
volatilidad de estos compuestos (Jelen et al., 2012).
Finalmente, es indispensable disponer de un programa
informatico adecuado (software) y de métodos estadisticos
para el procesamiento de datos, que ademas requieren una

cuidadosa interpretacion.

A continuacion se comentaran brevemente las técnicas usadas
para una caracterizacion rapida de productos agroalimentarios
mediante la obtencion de una huella espectral de la fraccion

volatil.

1.3.1. Cromatografia de gases

La GC es una de las técnicas de separacion mas comunmente
usadas para analizar sustancias que puedan ser vaporizadas a
la temperatura de inyeccion, incluyéndose en este grupo los
compuestos del aroma, del sabor y los causantes de olores
andmalos en el queso. La GC es una técnica valiosa usada
para caracterizar compuestos activos, compuestos de impacto
responsables del olor caracteristico de una muestra de queso

(Delgado et al., 2011; Yucen et al., 2009).

Esta técnica permite separar diferentes componentes de una

muestra. Al vaporizar la mezcla en una camara de

-39-



calentamiento, los componentes se arrastran por un gas inerte
como He o N, y pasan a través de la columna interactuando
con el material de la cubierta. La columna contiene una fase
estacionaria liquida que es adsorbida en la superficie de un
tubo capilar delgado fusionado con silica. Se pueden emplear
varios detectores entre ellos, MS o ionizacion de llama (FID).
Actualmente, se usa MS para obtener la huella espectral de un
perfil cromatografico, asi como para determinar la autenticidad
del producto (Kamal et al., 2015). Ademas, se pueden realizar
analisis cualitativos y cuantitativos (Luykx et al., 2008). El
acoplamiento GC-MS tiene una gran capacidad de

identificacion para el analisis de volatiles de origen microbiano.

El estudio de la evolucién del perfil volatil de un queso de
cabra elaborado con leche cruda, con DOP, aplicando el
método de Microextraccidon en Fase Sodlida-Cromatografia de
Gases-Espectrometria de Masas (SPME-GC-MS, de sus siglas
en inglés) detectdé un total de 64 compuestos (14 acidos, 18
alcoholes, 13 ésteres, 6 cetonas y 13 de otros grupos), siendo
los acidos carboxilicos los mas abundantes. El contenido de
compuestos volatiles fue modificado significativamente

(P < 0.05) durante la maduracion (Delgado et al., 2011).

Otro estudio posterior evidencid que el perfil de VOCs en
quesos variaba segun el sistema de ganaderia y el estado de
lactacion (Bergamaschi et al., 2015). Anteriormente se
confirmé la variacién de &cidos grasos en el queso, segun el
tipo de pasto consumido para la produccion de leche (Falchero

et al., 2010).

Con la GC se ha demostrado que la deteccion de terpenos y el
perfil de aromas en quesos estan influidos por el sistema de
alimentacion (pasto o concentrado) del ganado, por lo cual se

podrian discriminar los quesos por esta variable (Viallony et
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al., 2000) y también por el origen geografico (Fernandez et
al., 2003). Ademas, la composicion de acidos grasos de la
leche puede variar segun la altura geografica de localizacion

de los pastos (Tedeschi et al., 2013).

Los contenidos de terpenos también fueron distintos en quesos
elaborados con leche pasteurizada y cruda, observandose
cambios en estos ultimos, atribuibles a la tecnologia aplicada
como una diferente microbiota o tiempo de maduracién (Cornu

et al., 2005).

Ademas, empleando HS-GC con FID o MS como detectores se
discrimind queso Emmental elaborado en Suiza de los
elaborados en otros paises europeos (Pillonel et al., 2003).
También se diferenciaron quesos Mozzarella naturales de
imitaciones mediante el perfil de acidos grasos y el contenido
de fitosterol (Kim et al., 2014). Las ventajas de la GC como
herramienta para el analisis de la fraccion volatil en el queso
son su alta sensibilidad, versatilidad y reproducibilidad (Kamal
et al., 2015). Sin embargo, el sistema requiere de operadores
entrenados para realizar andlisis e interpretar resultados; aun
asi se considera su potencialidad para diferenciar volatiles de
varios quesos. Cabe mencionar que algunos problemas han
impedido su uso generalizado para la autenticacion de quesos,
entre ellos la variabilidad introducida por los mudltiples
sistemas que existen para el muestreo del espacio de cabeza.
Finalmente, se cree que los volatiles estan ligados al origen
geogréafico de la leche, a la tecnologia del queso y a su
microbiota de modo que cambios minimos en estos factores

pueden causar impacto en el perfil de volatiles.
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1.3.2. Sistema espacio de cabeza-espectrometria de

masas

En el sistema espacio de cabeza-espectrometria de masas
(HS-MS) la informacion espectral resulta de la ionizacion
suave (a presion atmosférica o ionizacibn quimica) vy
fragmentacion simultanea de una mezcla de moléculas que se
formaron en la camara de ionizacion del espectrOmetro de
masas, lo que ocurre sin previa separacion cromatografica. El
espectro obtenido constituye la huella quimica caracteristica
del producto alimenticio sometido a analisis. La huella
espectral se aplica para la clasificacion, predicciéon de
propiedades sensoriales o la estimacion de parametros

tecnoldgicos (Péres et al., 2003).

El sistema HS-MS consta de: i) un moddulo para extraccion-
inyeccion; ii) la linea de transferencia (mantiene vacio de alta
calidad en la fuente del espectrometro); vy iii) el espectrometro

de masa.

La extraccion de compuestos volatiles se puede hacer de una
manera simple, sin preconcentracion, aplicando los sistemas
estaticos de espacio de cabeza. Dichos sistemas consisten en
muestrear el espacio de cabeza una vez que se ha establecido
el equilibrio entre la matriz y la fase gaseosa con
preconcentracion, que mejora la sensibilidad del sistema pero
introduce un paso adicional, el cual puede significar un

limitante y/o generar artefactos analiticos (Péres et al., 2003).

Entre los meétodos clasicos de extraccion de volatiles con
preconcentracion se encuentran el sistema purga y trampa
(P&T) y los sistemas dinamicos de espacio de cabeza (DHS).
En ambos sistemas, los componentes volatiles se purgan por
una corriente de gas inerte y se retienen en un adsorbente.

Las moléculas retenidas son desorbidas por calentamiento e
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inyeccion en la camara de ionizacion del MS (Péres et al.,

2003).

Las técnicas P&T y DHS requieren un equipamiento complejo
(valvulas, doble circuito de gas, etc.). Por el contrario la
microextraccion en fase soélida wusa un método de
concentracion que se basa en la exposicion de una fibra en el
espacio de cabeza de la muestra para atrapar los componentes
volatiles en la fibra. La fibra esta recubierta por una fina capa
de adsorbente que fija los compuestos que posteriormente son
desorbidos por calentamiento e inyeccion en la camara de

ionizacion del MS (Majcheret et al., 2015).

La microextraccion en fase solida incluye extraccion dinamica
en fase solida, ademas de espacio de cabeza, desorcion,
extraccion y barra de agitacion. Los procesos de desorcion-
extraccion, en la version comercial, se denominan “twister”.
Una revision detallada de estos métodos se puede encontrar
en la bibliografia (Pillonel et al., 2002).

En resumen, la técnica HS-MS proporciona una huella
espectral de una muestra tras un analisis de pocos minutos de
su fraccion volatil. Este método de ionizacién suave (a presion
atmosférica con ionizacién quimica) asociado a métodos de
alta resolucion, analizadores de masa (tiempo de vuelo -time
of flight, TOF- o trampa de iones), permite en la actualidad
obtener informacion sobre el origen molecular de los iones y

deducir la identidad de ciertos compuestos.

Al resolver los problemas de deriva instrumental es posible la
creacion y manejo de bases de datos permanentes, siendo
posible transferir la tecnologia al sector industrial con fines de

clasificacion o de control de calidad.
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Por lo anterior las huellas espectrales permiten caracterizar el
producto dado y también detectar moléculas responsables

directas para olores o aromas (Péres et al., 2003).

1.3.3. Nariz electrénica

La nariz electronica (e-nose) es una técnica que usa un arreglo
de sensores quimicos para detectar analitos volatiles. Los
equipos comerciales han usado diferentes tipos de sensores no
especificos tales como Oxidos metalicos, polimeros
conductores, espectrometria de masas, onda de superficie
acustica y la microbalanza de cristales de cuarzo, los cuales
producen respuesta cuando las especies quimicas alcanzan su
superficie generando el perfil de olor o huella dactilar. El
dispositivo nariz electronica acoplado al analisis estadistico ha
llegado a identificar géneros microbianos a través de perfiles
complicados de volatiles microbianos en muestras de
alimentos. En queso se han evaluado los aromas de queso
suizo y Cheddar, se ha evaluado la maduracion de queso
Pecorino Toscano, se han detectado mohos en queso
parmesano (Ampuero et al., 2003) y se han realizado también
estudios de vida media en quesos y otros relativas al origen
geografico. La técnica ofrece las ventajas de realizar una
clasificacion instrumental basada en el analisis sensorial
(Wang et al., 2016), ademas de su portabilidad. Sin embargo,

su sensibilidad es limitada.

En este apartado se han presentado algunas de las técnicas
que normalmente se usan en analisis de quesos, la IMS
también podria haberse incluido en este apartado pero dado
que es la técnica usada en esta Tesis Doctoral se le ha

reservado una seccion independiente
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1.4. LA ESPECTROMETRIA DE MOVILIDAD IONICA

1.4.1. Generalidades

La espectrometria de movilidad i6nica es una técnica
instrumental usada para caracterizar y separar sustancias
quimicas ionizables, volatiles y semivolatiles, teniendo en
cuenta la velocidad de los iones en estado gaseoso, factor que
depende de la forma, tamafo y carga del ion. La separacion
ocurre por efecto de un campo eléctrico a presion y
temperatura ambiental (Eiceman et al., 2005). Aunque a
veces se puede calentar el tubo de deriva para realizar la

separacion.

Tras la aparicion de la MS, hubo un periodo de declinacion de
la movilidad i6nica hasta que estudios tedricos realizados
entre los afos 1948 y 1970 crearon la base de la moderna IMS
que vislumbré la posibilidad de su uso como herramienta
analitica, concretandose al fin en 1970, al surgir como una
técnica analitica moderna (Cohen y Karasek, 1970). Sin
embargo, los instrumentos comerciales se introdujeron en
1990. Actualmente los nuevos desarrollos instrumentales y los
acoplamientos de la IMS con GC y MS han ampliado su campo
de aplicacion. Mas alla de los usos clasicos en la deteccion de
narcoticos, armas quimicas y bioldgicas, la IMS se aplica
también al control de procesos y calidad en la industria
alimentaria, al control de calidad y validacién en la industria
farmacéutica (Armenta et al., 2011), en diagndstico médico a
través del analisis del aliento o de fluidos bioldgicos, en
toxicologia y en el area de medio ambiente (Marquez-Sillero et
al., 2011) y en seguridad ambiental (olor del gas natural)
(Baumbach et al., 2006). En los ultimos afos la IMS ha

contribuido a estudios de protedmica (Harvey et al., 2011).
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Por otra parte, otros estudios han demostrado su potencialidad
para la identificacion de metabolitos (Paglia et al., 2014), y se
han encontrado varios estudios con microorganismos (Junger
et al., 2012; Maddula et al., 2009; McCooeye et al., 2008;
Ogden & Strachan, 1993; Perl et al., 2011; Ruzsanyi y
Eiceman, 2003; Snyder y Shoff, 1991; Strachan et al., 1995;
Tiebe et al., 2009; Vinopal et al., 2002).

En concreto, en el andlisis de alimentos la IMS es una técnica
que concuerda con las caracteristicas de un sistema analitico
de vanguardia porque mediante un andlisis rapido, y con poca
0 ninguna preparacion de la muestra se obtiene informaciéon
cualitativa (positiva o negativa) sobre aspectos o parametros
de interés para la calidad de un alimento. Por ello, en esta
Tesis Doctoral se pretende demostrar la utilidad de la IMS para
determinar metabolitos volatiles que contribuyen al aroma de
un queso, o que estan asociados especificamente al proceso
de maduracion. En general, la IMS suministra respuestas
analiticas répidas que favorecen la toma inmediata de
decisiones conforme a lo que requiere la rutina en los

laboratorios de la industria.

Algunas ventajas de esta tecnologia son: alta velocidad de
analisis, alta sensibilidad, moderada selectividad vy
portabilidad. Adicionalmente, este sistema genera una
reduccion de costes analiticos frente a uno tradicional, gracias
a la minimizaciéon de operaciones en el tratamiento de la

muestra.

1.4.2. Instrumentacion y bases para la espectrometria

de movilidad ionica
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El espectrometro de movilidad i6nica usado en este trabajo
consta de 3 unidades basicas: una fuente de ionizacion, un
tubo de deriva donde se aplica un campo eléctrico positivo o
negativo de gradiente uniforme y un detector. La fuente de
ionizacion produce iones que se aceleran por el campo
eléctrico y se separan segun su movilidad mientras se dirigen
al detector en contracorriente de un gas inerte.
Adicionalmente, se debe disponer de un sistema para la
introduccion de la muestra. En esta Tesis se uso el equipo IMS
bajo la configuracién comercial FlavourSpec® que se detalla en

el apartado sobre Materiales y Métodos.
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Figura 1.4. Esquema de un equipo de IMS mostrando las tres unidades
béasicas: fuente de ionizacién, tubo de deriva y placa de Faraday. Se
observa también la deriva de los iones y el flujo de gases.

1.4.2.1. Sistema de introduccion de la muestra

El sistema usado para la introduccion de la muestra soélida o
liguida en el instrumento debe asegurar que la muestra pase a
fase gaseosa, y este sistema varia en funcion de la matriz de

la muestra y la aplicacion.

-47 -



Algunos de los sistemas de introduccion de la muestra mas
usados son: inyeccion directa, o introduccion directa de la
muestra en el IMS a través del flujo del gas de muestra que se
dirige a la region de ionizacion (Eiceman et al., 2005).
También se usan los tubos de permeacion, vasos de purga,
frascos de dilucibn, muestreadores de espacio de cabeza,
unidades de evaporacion. Todos estos sistemas tienen un
bajo costo y se usan frecuentemente para volatilizar muestras
liguidas o sdélidas antes del analisis por IMS (Cumeras et al.,

2014).

Ademas de estos sistemas de introduccion de muestras
también se ha usado la microextraccion en fase sélida que
incluye la preconcentracion del analito en una fibra y posterior
extraccion y vaporizacion del analito en un flujo de gas
purificado. Los vapores desorbidos se analizan mediante GC-
IMS (Lokhnauth et al., 2005; Naader et al., 2008; Naader et
al., 2015). También se usa el método de desorcion térmica
que permite retener los analitos en un material inerte, como
por ejemplo en una columna Tenax®. Luego se desorben en un
horno y son arrastrados por una corriente de gas de muestra

hacia la camara de ionizacion (Naader et al., 2008).

Los sistemas basados en espray o ionizacion por electrospray
(ESI) son mas complejos y se usan para muestras liquidas,
con compuestos semivolatiles o no volatiles. La muestra se
nebuliza directamente a través de una aguja de jeringa
usando flujos pequefnios (del orden de 50 pL/min) para no
saturar el detector. De manera analoga al método anterior, se
ha usado la pirdlisis térmica que causa descomposicion
quimica de la muestra, lo mismo que la ionizacion/desorcion
laser asistida por matriz (MALDI de sus siglas en inglés)

aplicada en muestras de suelos y bacterias (Eiceman et al.,
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2007). Los sistemas ESI y MALDI muestran como principal
ventaja el analisis por IMS de compuestos de peso molecular
alto y térmicamente labiles tales como polimeros sintéticos,
péptidos y proteinas. En realidad, ambas técnicas son a la vez
sistemas de introduccion de muestra y de ionizacion de
compuestos que se pueden usar antes de realizar el analisis

por IMS o MS (Cumeras et al., 2014).
1.4.2.2. Fuentes de ionizacidén

Los equipos de IMS pueden usar distintas fuentes de
ionizacion como por ejemplo las fuentes radioactivas tales
como niquel-63, tritio y americium-241. Existen también otras

fuentes no radioactivas, como las fuentes de UV.

1.4.2.2.1. lonizacién radioactiva

Las fuentes de ionizacion convierten a las moléculas en iones
que se separan en el tubo de deriva. El método mas comun es
la ionizacibn quimica a presion atmosférica con fuentes
radioactivas. Como fuentes radioactivas se usan radiacion
obtenida a partir de niquel-63 (Cohen et al., 1970), tritio o
radiacion a emitida de americium-241. La ionizacién con °*Ni
se produce por la emision de electrones con energia promedio
de 19 KeV. Estos electrones colisionan con moléculas neutras
de los analitos o del gas de deriva y los ioniza mediante una
serie de reacciones de transferencia de carga (Baim et al.,

1983).

Muchos equipos comerciales usan °*Ni como fuente de
ionizacion. La respuesta que se obtiene con este tipo de
fuentes es no lineal, con un estrecho rango de respuesta (Hill
et al., 1997) y, como otras fuentes de ionizacidon, con

transferencia de carga pueden darse reacciones de
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interferencia. El isétopo radioactivo menos usado es ***Am que
emite electrones mas energéticos que sobrepasan los 5 MeV

(Guharay et al., 2008).

El Tritio, un is6topo radioactivo de hidrégeno (°H), no
constituye una fuente de radiacidon peligrosa porque las
particulas B generadas durante su decadencia son de baja
energia (5.7 KeV), teniendo bajo poder de penetracion. Sin
embargo, el Tritio es adecuado para el uso alternativo al ®3Ni

como fuente de ionizacion en IMS (Arce y Valcarcel, 2013).

Las fuentes radioactivas, al no necesitar una fuente de
alimentacion, pueden usarse en equipos portatiles. Sin
embargo, un descuido, como la mala manipulacion, puede
conducir a contaminacion radioactiva. Por esta razén son

fuentes de uso controlado por regulaciones gubernamentales.

Las fuentes de ionizacion radioactivas no funcionan con
analitos que son menos electronegativos que el oxigeno o
tienen afinidades proténicas mas bajas que el agua,
debiéndose usar métodos alternativos para formar iones a

presion atmosférica (Arce y Valcarcel, 2013).

1.4.2.2.2. Métodos alternativos a la ionizacién radioactiva

tradicional

Otros métodos no radioactivos son la fotoionizacion a presion
atmosférica, basados en la luz ultravioleta (UV), ESI, la
ionizacion secundaria por ESI (SESI), corona de descarga y
MALDI.

a) lonizacion por electrospray
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Este tipo de ionizacibn es suave, se aplica en muestras
liguidas y analitos de alto peso molecular, no volatiles. Como
resultado se obtiene un espectro simple sin fragmentaciones,
a partir del cual se puede determinar facilmente el peso

molecular cuando se aplica IMS acoplado a MS.

Anodo Diferencia de Catodo
potencial
@ Reduccion [S]
Filamento fluido
I
e _©o I
(o}
o® ° Q S —%ﬁﬁ
o® o,
Capilar de acero
- - -J
T Alto\mjtaje {_)J <z

Figura 1.5. Esquema del funcionamiento de una fuente por ESI (Sauer et
al., 2010).

En la ionizacion por electrospray (Figura 1.5) la muestra se
disuelve en un solvente organico acuoso que es conducido
hacia un capilar fino hecho de material conductor. En el capilar
se aplica un potencial eléctrico alto que crea cargas eléctricas.
El electrospray ocurre cuando el liquido es aspirado por una
fuerza couldmbica desde el capilar hacia el electrodo objetivo
que se mantiene a un voltaje menor (aproximadamente 3.5
KV). El disolvente se evapora a medida que viaja hacia el
electrodo objetivo y deja gotitas cargadas cada vez que
estallan debido a la repulsiéon couldmbica. En el proceso, el
espray se dirige a través de una serie de secciones que tienen
presiones que decrecen sucesivamente resultando en la

formacion de iones del analito en fase gaseosa. Dependiendo
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del tamano de los analitos se pueden generar iones con cargas

multiples (de Hoffman et al., 2001).

b) lonizacién por electrospray secundaria

Un equipo ESI produce particulas cargadas que actian como
iones reactantes e ionizan analitos liquidos o gaseosos. Sin
embargo SESI aplica chorros de iones con una sonda y recoge
los iones secundarios con una segunda sonda a sitios
especificos sobre una superficie. De esta manera es posible
acceder sin dafio significativo a organelos o células. Este
método se emplea comunmente acoplado a IMS-MS (Wu et
al., 2000).

A SESI se le considera precursor de otros métodos de
ionizacion usados para analizar compuestos directamente sin
previo tratamiento de la muestra, entre ellos: desorcion
electrospray ionizacion, analisis directo en tiempo real, analisis
de sonda sélida a presion atmosférica, fuente de ionizacion de
plasma distribuido, plasma de baja temperatura y corriente

directa descarga de luz (Armenta et al., 2011).

c) lonizacién/desorcion laser asistida por matriz

La principal ventaja del MALDI (Figura 1.6) como sistema de
introduccion de la muestra antes de IMS se debe a que este
sistema puede analizar compuestos de alto peso molecular al
igual que compuestos termolabiles tales como polimeros
sintéticos, péptidos, proteinas y ADN, caracteristica que es

comun también a ESI.
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Figura 1.6 Esquema del funcionamiento del sistema MALDI (adaptada de
Sauer et al. 2010)

Estos compuestos se disuelven en una solucion de pequefas
moléculas organicas (matriz). La solucibn se seca en un
objetivo y se aplica un pulso laser. La matriz absorbe el pulso
ldser y sublima llevando algunos analitos. Durante la
sublimacién en fase gas se producen solo moléculas
protonadas cargadas, con lo cual el analisis es mas simple y

sensible (Sauer et al., 2010).

d) Corona descarga ionizacion quimica a presion atmosférica

El método corona descarga es alternativo a la ionizacion
radioactiva convencional. EI método usa un campo eléctrico
alto, desarrollado entre una aguja y una placa de metal o
electrodo de descarga. Los iones reaccionan con moléculas
neutras, las cuales pueden evaporarse desde el liquido hacia la
punta de la aguja. En el método corona descarga en modo
positivo, los iones reactantes producidos en aire o nitrégeno
son H*(H,O),. En este caso, moléculas de muestra con
afinidades proténicas mas altas que las del agua se ionizan

facilmente mediante reaccidon de transferencia proténica con
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las agrupaciones de agua protonada. Pero cuando este método
se usa en aire se producen o6xidos de nitrégeno, formandose
los iones NOy(H20),. Estos iones de muy alta afinidad
electronica previenen la ionizacion de otras substancias,

incluso de compuestos halogenados (Tabrizchi et al., 2002).

e) Fotoionizacidon a presion atmosférica

La fotoionizacion se produce mediante lamparas UV de
longitud de onda corta. Su uso es alternativo a los laseres, no
es costoso y se puede seleccionar la ionizacibn de un
compuesto solo ajustando Ila longitud de onda. La
fotoionizacién se produce cuando un compuesto con potencial
de ionizacion suficientemente bajo se irradia con luz UV. El
potencial de ionizacion de las moléculas de analito debe ser
menor o igual a la energia del foton, generalmente entre 8 y

12 eV para que el compuesto sea ionizado.

Muchos analitos con afinidades protdnicas mas bajas que el
agua no se ionizan mediante fuentes radioactivas. Sin
embargo, son ionizables mediante la radiacion UV. Ademas
tienen un mayor rango dinamico lineal que la respuesta al

53Ni.

1.4.3. Reacciones quimicas de ionizacion en el IMS

Los iones se forman en la camara de ionizacién del IMS. Esta
es la region separada del tubo de deriva por una puerta de
iones. En esta region la colision entre particulas B y moléculas
tales como N,y O, del aire produce los picos del ion reactante

(RIP) en el espectro.

N,+ B — N + f+e” (primario de alta energia)
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Cuando un electréon de alta energia colisiona con una molécula

de N, se forma un ion positivo y un electrén secundario.

N, + e (primario) - Nj + e (primario) + e~ (secundario)

El electron primario, aunque ha perdido energia, al colisionar
con N, puede provocar ionizaciones consecutivas, mientras
que el electrén secundario ioniza al N, a través de colisiones,
hasta que su energia sea menor al potencial de ionizacion del

aire (35 eV).

Un ion nitrégeno a presion ambiente se somete a colisiones
que dan lugar a reacciones en cascada que tienen lugar hasta
que se forman protones hidratados o iones reactantes

positivos y negativos.

N +2N,—= Nf + N,
N} + H,0 - 2N, + H,0*
H,0% +H,0 - H,0" + OH™

H,0* + H,0 + N,—+ H*(H, 0), + N,

.
H*(H,0),+ H,0+ N, « H*(H,0); + N,

Las moléculas de la muestra colisionan con los iones
reactantes y por transferencia de protones se forman
intermediarios de reaccion inestables, que se estabilizan
mediante la pérdida de agua dando lugar a la formacion de
productos iénicos. La transferencia de protones ocurre cuando
las moléculas de la muestra (M) tienen afinidad proténica
mayor que los iones reactantes (Creaser et al., 2004). El
proceso es una ionizacibn suave porque nNno ocurre

fragmentacion durante la ionizacion.
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M + [(H20)n H]* — MH*(H20)n — MH"(H20)n« + XH,0

Cuando la concentracion de M (analito) se incrementa también
aumentan los iones, lo cual hace disminuir la intensidad del
pico del ion reactante y, como es previsible, el mondmero
protonado puede agruparse con moléculas adicionales del

analito formando dimeros, trimeros, etc. (Eiceman, 2002).

MH*(H,0), + M - M,H*(H,0),_, + xH,0

En polaridad negativa, los iones reactantes se forman por
captura de electrones resonantes, lo cual ocurre entre
electrones de baja energia y compuestos neutros como el
oxigeno. El producto idnico resulta de la reaccion entre una
molécula M y el anidon oxigeno. La agrupacion idnica se
estabiliza por desplazamiento de una molécula de agua
(Eiceman et al., 2005).

M + 05 (H,0), - MO3 (H,0),_, + H,0

1.4.4. Rendija de iones

Las moléculas ionizadas pasan al tubo de deriva a través de
una rendija de iones a la que se aplica un campo eléctrico que
favorece el transito de las especies ionizadas de manera
sincronizada y escalada. Fisicamente son conjuntos de cables
paralelos que previenen la migracion continua a traves del

espectrometro.

La compuerta se ubica al principio de la regién de deriva y se
abre electronicamente durante décimas de milisegundo para
dar paso a un pulso de iones. Los iones pasan cuando cada
cable tiene el potencial del campo eléctrico del tubo y los iones
no pasan cuando el potencial del campo eléctrico es mayor. La

compuerta puede estar abierta progresivamente a grandes
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intervalos o a intervalos fijos. La sensibilidad del analisis
depende del tiempo durante el cual la rendija permita el paso

0 no de iones (Baim et al., 1982).

1.4.5. Tubo de deriva

En el tubo de deriva, que se encuentra entre la camara de
ionizacion y el detector, los iones se separan por efecto de un
campo eléctrico débil y se desplazan hacia el detector. En los
equipos de IMS comerciales, el tubo de deriva consta de una
serie de anillos conductores y anillos aislantes apilados juntos,
formando tramos de diferente longitud, segun el tipo de tubo
de deriva. Los electrodos estan conectados por una cadena de
resistencias entre 0.5 a 1 MQ. EI potencial eléctrico alto (— 12
KeV) colocado en el primer anillo, permite producir un campo
de 200 a 400 V/cm a través del tubo (Fernandez-Maestre et
al., 2010a). En la region de deriva, un gas se introduce a la
altura del detector y fluye a contracorriente del
desplazamiento de los iones. Las especies idnicas colisionan
continuamente con las moléculas del gas de deriva, lo que
afecta al tiempo que tardan en llegar al detector, que varia en
funcion del tamafo y forma de los iones y area de seccion de

la colision.

La resolucion de la IMS depende de la raiz cuadrada del
voltaje de deriva, pero, en la practica, y para campos
eléctricos constantes, tubos de deriva mas largos permiten
aplicar voltajes mas altos, incrementando asi la resoluciéon. La
resolucion puede ser afectada por la temperatura pero es
dificil disefar tubos de deriva con temperatura del gas tampodn

ajustable.
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1.4.6. Gases

La muestra se introduce en la regidon de ionizacion
conjuntamente con el gas de arrastre, mientras el gas de
deriva recorre el tubo de deriva a contracorriente y sale a
través de un conducto situado en la base del espectréometro.
Como gases de deriva se usan N, aire, He, CO; y Ar. La
sensibilidad y el poder de resolucion estan asociados al tipo de
gas. El gas de deriva consiste en una matriz inerte y limpia a
través de la cual se desplazan los productos i6nicos. Ademas,
este gas mantiene limpio el tubo de deriva del espectrometro.
Durante el analisis IMS, normalmente, se usa un gas inerte
como el nitrégeno puro o aire sintético. Sin embargo, en casos
puntuales de reacciones selectivas ion-molécula se puede usar
un gas tampoén. La adicion de un gas dopante al gas de deriva
controla la ionizacion e incrementa la selectividad en IMS

(Arce y Valcarcel, 2013).

En la IMS, los agentes dopantes ionizan selectivamente
compuestos. Kim et al. (1978) fueron los primeros que
aplicaron estos gases, con la adicion de amonio al gas tampdn
N> para ionizar aminas. La adicion de un gas dopante al gas
conduce a cambios selectivos en las movilidades i6nicas y
permite separar interferencias aunque no separa analitos con
valores de K, similares. Los agentes dopantes que se
introducen por el final de la regiéon de deriva y no con el
analito en la region de reaccion se llaman modificadores del

gas tampon.

La separacion se consigue porque el agrupamiento selectivo de
los modificadores con los analitos ocurre con un cambio en la
movilidad de los analitos dependiendo del tamafio e

impedimento estérico en la carga de los iones.
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1.4.7. Movilidad de los iones

Los iones expuestos a un campo eléctrico constante se
aceleran siguiendo las lineas del campo hasta que colisionan
con moléculas neutras de gas de deriva, que retrasan su
movimiento. Tras sucesivas colisiones la nube de iones tiende
al equilibrio, crece en tamafo por efecto de la difusion y se

dirige a velocidad constante hacia el detector.

En campos eléctricos deébiles la velocidad es el resultado de las
aceleraciones y las desaceleraciones debidas a la friccion
causada por las colisiones. Por consiguiente, la velocidad de
deriva (v) en cm/s es directamente proporcional al campo
eléctrico E (V cm™), siendo K la constante de movilidad o

velocidad de deriva del ion en cm/s.
v = KE

Cada ion tiene su valor de K caracteristico y permite su

identificacion en los distintos equipos IMS.

Las constantes de movilidad se calculan mas facilmente
midiendo el tiempo en el que un ion viaja por el tubo de

deriva. Al reemplazar E= V/L y v= L/t4 se obtiene:

donde L es la distancia (cm) que el ion recorre hasta llegar al
detector, V es la caida de voltaje (V cm™) total en el tubo de
deriva que impulsa a los iones a traveés del tubo de deriva, y ty4
es el tiempo de deriva, o0 sea el tiempo en segundos que gasta

el ion en moverse desde la rendija hasta el detector.

Las movilidades i6nicas pueden ocurrir bajo distintas
condiciones experimentales, de presién y temperatura. Para
compararlas es necesario normalizar los valores aplicando la

ecuacion de movilidad reducida:
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%= () (7eo)

donde P es la presion atmosférica en mmHg y T es la

temperatura en K.

1.4.8. Secciones transversales de colisién i6nica

La constante de movilidad i6nica (K) se relaciona con el area
de la seccion de colision y puede determinarse directamente a
partir del tiempo de deriva y usando parametros
experimentales, de acuerdo a la siguiente ecuacion
Revercomb-Mason:

%

= () () (R )

donde K es la constante de movilidad i6nica, g es la carga del

ion, N es la densidad del gas buffer, k es la constante de
Boltzmann, T es la temperatura absoluta, m es la masa del

gas buffer, M es la masa del ion y Q es la seccién de colision.

Esta ecuacidon se aplica para calcular las secciones de colision
de moléculas. Son de interés especial para macromoléculas
como proteinas, que adoptan conformaciones diferentes, las
cuales se relacionan estrechamente con su actividad bioldgica

(Eiceman et. al., 2003; Mason et al., 1958).

1.4.9. El detector

Una placa de Faraday (Figura 1.7) es el detector que se
emplea normalmente en un equipo de movilidad i6nica a fin de
detectar los iones positivos 0 negativos que se separan en el
tubo de deriva. El dispositivo consta de un electrodo simple

con forma de copa o plato donde impactan los iones a ser
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detectados. Inmediatamente se produce una salida de
corriente y las seflales se amplifican y digitalizan generandose
voltajes de entre 1 y 10 V. La carga colectada se almacena y
se visualiza como un espectro de movilidad en pocos

milisegundos.

4 )
w—> O\

p Electrometro
\§ | J

Figura 1.7. Esquema de la Placa de Faraday

La placa de Faraday puede ser reemplazada por detectores
como el espectrometro de masas, posibilitando asi la

identificacion de compuestos de la muestra.

El espectro IMS representa la intensidad de corriente en
funcion del tiempo de deriva o tiempo que tarda el ion en
llegar al detector desde que se abre la rendija. Este espectro
suministra informacién cualitativa y cuantitativa de la muestra.
La posicion de la sefial, tiempo de deriva en el eje X, se
relaciona con la forma y el tamafio de una molécula, mientras
que el eje y refleja la intensidad de la corriente o la intensidad
del pico (Eiceman et al., 2005) que se relaciona con la
concentracion. La medida realizada sobre una muestra esta
constituida por el promedio de varios espectros y la

informacién se procesa mediante programas informaticos.
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1.4.10. Poder de resolucion

El poder de resolucion de los espectrometros de movilidad
ibnica se mide como la relacion entre los tiempos de deriva de
los iones y su ancho de pico a la mitad de la altura. A veces
puede ocurrir que un ion que no esté asociado al analito objeto
de estudio se dirige al detector a tiempo similar del analito de
interés siendo identificado erroneamente, como un “falso
positivo” (Kamu et al., 2008). Los equipos IMS, en presencia
de humedad y otros interferentes de la matriz tienen bajo
poder de resolucién. Una solucidn a este problema consiste en
usar una columna cromatografica de gases para introducir la
muestra en el IMS. Otra alternativa es acoplar el IMS a un

espectrometro de masas.

1.4.11. Columnas multicapilares y de cromatografia de

gases

El acoplamiento de la GC con la IMS es directo y simple
porque los tubos de deriva a presion atmosférica pueden
recibir directamente y de forma completa el efluente de la

columna cromatografica.

La combinacion de la etapa de preseparacion de la muestra
con el detector IMS proporciona algunas ventajas como: i)
eliminacion de interferencias en reacciones de ionizacion
quimica, mejora la sensibilidad, selectividad y simplicidad de
respuesta; ii) la medida de movilidad de un pico
cromatogréafico, idealmente un sola sustancia, reduce las
demandas del poder de resolucion para IMS, permitiendo una
interpretacion fiable del espectro, iii) matrices con datos
bidimensionales dan informacién detallada de las sustancias,
como los patrones de composicion o tipos de compuestos no

reconocibles con detectores monodimensionales, como el
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detector de ionizacion de llama. Sin embargo, presenta
desventajas como: la pérdida de velocidad de respuesta que
tiene el IMS y la complejidad de la instrumentacion al acoplar
un GC a un IMS. Ademas se debe tener presente que el

tiempo de retencion varia ligeramente de una columna a otra.

Las columnas multicapilares (MCOC) formadas por
aproximadamente 900 capilares agrupados en un solo paquete
proporcionan una alta capacidad de flujo del gas de muestra.
Su tamafo pequefio y la velocidad de separacion resultan
adecuados para incluirlos en sistemas portatiles, aunque la
desventaja principal es su alto coste (Arce y Valcarcel, 2013).
Sin embargo las MCC acopladas al IMS se han usado para
andlisis de muestras bioldgicas. Su empleo evita los efectos
del agrupamiento en la camara de ionizacion cuando se analiza
aire humedo (Cumeras et al., 2014). Las columnas de GC
también se han acoplado a equipos de IMS mostrando muy

buenos resultados (Arce y Valcarcel, 2013).

1.4.12. Desarrollos instrumentales en IMS

El modelo basico del espectrometro IMS ha sido mejorado a
través de desarrollos instrumentales centrados en el disefio de
distintos tipos de tubos de deriva con nuevos materiales y
fuentes de ionizacion. Ademas, en base al principio de la IMS
se han puesto en marcha nuevos instrumentos como field
asimetric waveform ion mobility spectrometry (FAIMS) vy
travelling wave ion mobility spectrometry (TWIMS), entre
otros. En FAIMS, el método de ionizacion es ESI, la amplitud
del campo eléctrico puede variar entre 20.000 y 30.000 V -
cm™, el tubo de deriva es mas simple respecto al modelo
convencional, los iones se mueven por el flujo de gas y no por

campos eléctricos y se determina la diferencia de movilidad en
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los extremos de los campos. TWIMS es otro nuevo meéetodo de
IMS, que ofrece un bajo poder de resolucion pero tiene buena

sensibilidad.
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1.5. LA ESPECTROMETRIA DE MOVILIDAD I0ONICA COMO
UNA HERRAMIENTA ANALITICA VERSATIL PARA
APLICACIONES METABOLOMICAS EN CIENCIAS DE LOS
ALIMENTOS

Los metabolitos son pequefias moléculas funcionales dentro de
la célula y sus cantidades varian por efecto de cambios
fisiolégicos o genéticos (Yong-Jiang et al., 2014). Estos
compuestos moleculares participan o resultan de otros y
aparecen como productos finales en muchas rutas metabdlicas
diferentes de distintas matrices. La polaridad de los
metabolitos varia desde lipidos no polares a iones inorganicos
extremadamente polares. Entre estos grupos quimicos
podemos considerar éteres, aldehidos, ésteres, fosfatos,
alcoholes y muchos otros, ademas de algunos importantes
subgrupos metabdlicos como glicomas y lipidomas (Diwivedi et
al., 2008). En contraste a muchas otras metodologias
“Omicas”, los procedimientos analiticos para el analisis

metabolémico estan actualmente en continuo cambio.

La metaboldmica puede ser aplicada para mapear o identificar
correlaciones entre diferentes enfoques “Omicos” y esto se ha
conseguido gracias a diferentes técnicas analiticas disponibles
hoy dia en los laboratorios de investigacion y/o rutina. A
continuaciéon se revisaran las mas usadas en el ambito

agroalimentario.

La resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en
inglés) suministra informacién cualitativa y cuantitativa acerca
de los metabolitos presentes a mas alta concentracion. Sin
embargo, cuando los metabolitos estan presentes a bajas
concentraciones, la NMR no parece ser lo suficientemente

sensible para detectarlos (Dunn et al., 2005). La
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Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR,
por sus siglas en inglés) también se ha usado en el analisis
metaboldomico (Harrigan et al., 2004; Johnson et al., 2004).
Esta técnica se puede usar para determinar diferencias
fenotipicas minoritarias usualmente no detectadas por otras
técnicas. La FTIR es quimicamente no selectiva, y no se usa
para determinar metabolitos especificos. Sin embargo, puede
ser adecuada para obtener una rapida huella espectral de un

metaboloma (Aharoni et al., 2002; Brown et al., 2005).

El analisis metaboldmico también se realiza usando técnicas
secuenciales de concentracibn y separaciéon acoplado a
distintos sistemas de deteccion. El uso combinado de todas
estas etapas es adecuado para determinar analitos presentes
a bajas concentraciones. Dentro de las técnicas susceptibles
de uso, la GC separa metabolitos con altas presiones de vapor.
Los compuestos no volatiles no pueden ser medidos por GC a
menos que se realice una reaccion de derivatizacion previa del
analito (Fiehm, 2002; Koek et al., 2006). Para separar estos
metabolitos no volatiles se pueden wusar técnicas de
cromatografia liquida (LC, por sus siglas en inglés).
Generalmente, en metabolémica, estas técnicas (GC y LC) se
combinan con MS, realizandose una separacion apropiada e
identificacion de todos los metabolitos de una muestra
mediante infusion directa. Ademdés, la técnica MS con
analizadores de masa de alta o ultra alta resoluciobn como TOF-
MS (exactitud masa < 10 ppm) puede usarse mediante
inyeccion directa, provista de una exactitud de masa <1 ppm,
pudiendo detectar limites a niveles inferiores a atomoles o
fentomoles (Garcia-Canas et al., 2010). En general, los MS
tienen un potencial mas alto para identificar metabolitos que
otros detectores, pero para algunas aplicaciones la MS
requiere gases especiales tales como He o alto vacio, por lo
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tanto con costes operativos relativamente altos y gastos

técnicos.

Un instrumento atractivo para propositos metabolémicos
también puede ser la IMS. Esta técnica puede ser vista como

complementaria u ortogonal a un analisis de MS.

La IMS puede operar con aire o nitrégeno y a presion y
temperatura ambiente. Adicionalmente, la movilidad i6nica
proporciona separacion de compuestos isoméricos e isobaricos
que resultaban inseparables incluso con instrumentos de ultra
alta resolucion (Halbefeld et al., 2014). Generalmente, la IMS
puede detectar entidades quimicas que pueden ser ionizadas y
ha sido aplicada a la determinacion de elementos mas ligeros
0 mezclas mas complejas tales como metabolomas. La IMS es
una técnica simple y no costosa con distinta selectividad de
respuesta. Sus principales ventajas son las de operar bajo
presion atmosférica, su eficiente ionizaciobn de moléculas
organicas en fase de vapor, el corto tiempo de andlisis, la
simplicidad y la separacion de iones en fase gaseosa. También,
los métodos IMS estan basados en mediciones sin disolventes
(y pueden por eso ser llamados métodos de quimica “verde”).
La selectividad de la IMS puede ser incrementada acoplandola
con otras técnicas para separar metabolitos previa deteccion
IMS o para confirmar iones una vez filtrados por IMS. La IMS
combinada con MCC (Garrido-Delgado et al., 2012) o con GC
es una tecnologia reconocida para determinar VOCs. La
metodologia GC-IMS permite combinar dos métodos de
separacion interdependientes (cromatografia de gases y
movilidad ionica) (Figura 1.8) y por lo tanto permite el analisis
de mezclas de compuestos complejos dentro de una sola

medida (Marilley et al., 2004 ; Hauschil et al., 2012).
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Figura 1.8. Acoplamiento general entre columnas cromatograficas y el
dispositivo IMS y la informaciéon obtenida en cada separaciéon (adaptada de
Arce et al., 2014)

Por esto el analisis mediante GC-IMS puede ser considerado
en la vanguardia de sistemas analiticos (Valcarcel et al.,
2005), debido a la capacidad de aportar facilmente
informacién analitica de un alto niumero de muestras en un
corto tiempo. Estos sistemas no requieren preparacion de la
muestra (0 apenas) Yy pueden reportar resultados
cuantitativos, pero especialmente cualitativos. En esta clase de
meétodos, las propiedades analiticas relacionadas con la
productividad tienen una mayor relevancia respecto al nivel de

propiedades basicas.

Una de las nuevas metas de los usuarios de la tecnologia IMS
esta siendo el andlisis metabolémico en productos alimenticios
para resolver problemas especificos con tiempo y coste
razonable. Los datos obtenidos de IMS se tienen que combinar
con analisis estadistico multivariante para poder realizar un

analisis metabolémico completo. La IMS tiene buenas

-68 -



perspectivas para dar soluciones a diversos problemas para los

cuales otras técnicas no resultan adecuadas.

La IMS puede afadir un paso de rapida separacion con alta
resolucion antes del andlisis de mezclas de metabolitos por MS
sin ampliar el tiempo de preparacion de la muestra y elevar

mucho el coste por andlisis.

La versatilidad de la tecnologia IMS ha sido probada
exitosamente analizando diferentes clases de alimentos, tales
como queso, pescado (Raatikainen et al., 2005), carne
(Vestergaard et al., 2007), aceite de oliva (Garrido-Delgado et
al., 2012), y vino (Garrido-Delgado et al., 2011). Los
resultados de estas investigaciones muestran buenas
perspectivas para el andlisis metabolémico de alimentos

usando la IMS.

Todavia hace falta seguir optimizando meétodos usando la
tecnologia IMS que sean adecuados para poder transferirlos al
andlisis de rutina ya que el punto débil esta ahora en el
tratamiento de datos al no existir software que permitan
obtener el resultado final con facilidad. La transferencia de
esta tecnologia al campo agroalimentario requiere un
importante esfuerzo sostenible y cooperativo entre los
investigadores y los industriales, pero varios ejemplos ya han
demostrado que algunas industrias ya han incorporado los

equipos de IMS en sus rutinas diarias de trabajo.

En resumen, el analisis metabolémico usando IMS podria
alcanzar un papel importante (i) analizando el origen y calidad
de materias primas y el almacenamiento en condiciones que
pueden influir en las caracteristicas del producto final, (ii)
evaluando el proceso de produccion, primordial en el producto
terminado y (iii) caracterizando el producto terminado para

determinar compuestos directamente involucrados en la
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calidad, y aun relacionados a caracteristicas sensoriales. En
resumen se puede afirmar que la IMS es una técnica analitica
de gran capacidad, que puede controlar la trazabilidad del
alimento durante todo el proceso de produccion, desde la

materia prima hasta los productos terminados.

Como ya se ha descrito, la IMS es una técnica analitica que
separa iones en funcion de su tamafo, masa, forma y
distribucion de carga. La separacion ocurre en fase gaseosa,
gracias a la diferente movilidad i6nica bajo un campo eléctrico
homogéneo y continuo en el tubo de deriva, en presencia de
moléculas de gas neutras. lones compactos pequefios, ligeros
en peso, viajan mas rapido gque iones grandes y pesados
(Cumeras et al., 2014). El movimiento de los iones se produce
a velocidad constante que es proporcional al campo eléctrico.
La energia ganada desde el campo eléctrico es disipada debido
a las colisiones con moléculas neutras del gas de deriva. El
espectro de movilidad es un gréafico de la intensidad de
corriente i6nica frente al tiempo de deriva de cada ion
(Karpas, 2013).

1.5.1. Aplicaciones de espectrometria de movilidad

i0nica en analisis metaboldmico agroalimentario

La sensibilidad de la IMS hace de ella una herramienta
altamente adecuada para ser utilizada en controles de calidad
y seguridad alimentaria, en la caracterizacion y autentificacion
de productos alimenticios, como también para analisis
metaboldomico. Como se ha mencionado anteriormente, la
metaboldmica se enfoca en el analisis del metaboloma, que se
ha definido como un juego completo de metabolitos
endbégenos o exdégenos (peso molecular bajo,

aproximadamente <1500Da).
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Hay tres maneras diferentes de determinar metabolitos en
alimentos: analisis de un determinado compuesto o grupo de
compuestos, perfil metabdlico y huella espectral metabdlica
(Figura 1.9). Esta seccidon resume algunos ejemplos que
pueden mostrar el potencial de la IMS para analisis
metabolémico, que ha empleado el tubo de deriva lineal y una
configuracion de campo eléctrico débil, acoplado a otras
técnicas analiticas tales como GC y/o MS. Ademas, también se
describen aplicaciones de otras configuraciones IMS

empleando TWIMS y FAIMS.

[ANALISIS DIANA ]

e Cuantificacion de los analitos seleccionados

PERFIL METABOLICO

\ J

e Estudio de familias de analitos

HUELLA METABOLICA

. J

e Comparacion de patrones de analitos entre muestras

e Deteccidon de biomarcadores

Figura 1.9. Diferentes estrategias para determinar metabolitos en
alimentos (adaptada de Arce et al., 2014)

1.5.1.1. IMS para analisis “target”

El objetivo de un andlisis “target” es la determinacion
cuantitativa de algunos analitos especificos (Ibafiez et al.,
2013). Los alimentos se descomponen a través de
degradaciones enzimaticas y microbianas que producen

compuestos volatiles incluyendo aldehidos, cetonas y aminas,
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entre otras. Un ejemplo interesante es el analisis de muestras
de carne por IMS, por el cual el deterioro involucra la
descarboxilacion lenta de aminoacidos a diaminas, tales como
la putrescina de arginina o cadaverina de lisina. En efecto, las
aminas volatiles (como la trimetilamina) pueden ser medidas
por IMS con un limite de deteccion de 2 ng en menos de 2 min
(Karpas et al., 2002). La composicion cualitativa y cuantitativa
de las aminas esta relacionada directamente con la
temperatura o tiempo de almacenamiento (el deterioro de la
carne es mas rapido a mayor temperatura y tiempo de

almacenamiento).

La frescura de la carne (Bota et al., 2006) se ha determinado
usando las pendientes de regresion obtenidas con modelos de
calibracion  multivariante.  También, los métodos de
reconocimiento de patréon de la sefial IMS se han usado como
herramientas de clasificacion. Otro ejemplo para demostrar el
potencial de la IMS es la determinacion de residuos de drogas
veterinarias. La IMS con corona de descarga (CD-IMS) ha sido
usada para desarrollar un método cuantitativo para la
determinacién de algunos antibiéticos como la furazolidona, el
cloranfenicol y la enrofloxacina en aves de corral (Jafari et al.,
2007). Los diferentes analitos fueron extraidos con disolventes
apropiados usando la extraccion en fase solida. De acuerdo a
estos autores, la determinacion de los tres compuestos fue
lineal en rangos que abarcan tres 6rdenes de magnitud, con

limites de cuantificacion por debajo de 20 g kg™.

Ademas, se puede mencionar que algunos tipos de
micotoxinas son ejemplos representativos de compuestos
“target” determinados por IMS. Por ejemplo, las aflatoxinas B1
y B2 se han determinado con CD-IMS para controlar el estado

de deterioro de pistachos (Sheibani et al., 2008). Las

-72 -



muestras se extrajeron e introdujeron directamente en el
puerto de inyeccion del espectrometro. La IMS también puede
ser una herramienta util para el analisis de control de calidad y
seguridad de muestras de alimentos como en el caso de la
determinacion de ocratoxina mediante CD-IMS en raiz de
regaliz, con una extraccion y purificacion a través de una

columna de inmunoafinidad (Khalesi et al., 2011).

De los compuestos que se pueden determinar por IMS, las
aminas provocan generalmente una respuesta intensa libre de
interferencias en espectrometros de movilidad i6nica con
polaridad positiva, debido a sus altas afinidades protonicas en
comparacion con productos ionicos de larga vida (Eiceman,
2002). Asi, una medida de la concentracion de aminas
presente en una muestra se realiza en poco tiempo, afadiendo
simplemente unas pocas gotas de una soluciéon alcalina a una
muestra, incrementando la volatilidad de estos analitos. De
esta manera, se pueden obtener resultados cualitativos con
una minima preparacion de la muestra. En general, la medida
de metabolitos como las aminas biogénicas volatiles puede ser
un indicador adecuado para el deterioro o frescura de
alimentos (pescado, carne, leche, cerveza, uvas, Vvino Yy

aceitunas, entre otros) (Karpas et al., 2002).

Con respecto a algunas aplicaciones, existen ciertas
limitaciones de la IMS respecto a la selectividad, como una
mas baja resolucion y el riesgo de interferencias mutuas entre

analitos (Fraga et al., 2009).

Una posible alternativa para mejorar la selectividad de la IMS
es el uso de una columna rellena de Tenax acoplada online al
equipo IMS para mejorar la sensibilidad y selectividad de la
técnica (Garrido-Delgado et al., 2011). Esta metodologia

permite el analisis cualitativo y cuantitativo de aldehidos
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volatiles presentes en el aceite de oliva. El uso de una
columna de GC como etapa de preseparacion combinada con
la IMS esta siendo ampliamente aplicada para la medicion de
diferentes analitos en el campo alimentario. Por ejemplo, el
final del proceso de la fermentacion de la cerveza puede ser
otro ejemplo en este contexto. En este proceso se midid el
umbral de concentracion para diacetilo y 2,3 pentanodiona.
Ademas, la GC-IMS fue exitosamente aplicada en el analisis de
lGpulos aromatizados diferenciando su tipo y origen. Los datos
obtenidos se correlacionaron con los resultados obtenidos por

analisis sensorial (Kurzweil et al., 2013).

1.5.1.2. IMS para perfil metabdlico

El perfil metabdlico (una estrategia que requiere el
conocimiento previo de la muestra) se centra en el estudio de
un grupo de metabolitos relacionados (aminoacidos, alcoholes,
etc.) o metabolitos de una ruta metabdlica especifica (Ibanez
et al., 2013). La medida de metabolitos asociados con la
frescura del pescado podria ser un buen ejemplo de este
enfoque. En este sentido, el nitrégeno basico volatil total
(TVB-N) fue determinado por IMS en el espacio de cabeza de
muestras de pescado, con un sistema de introduccion de
muestra de bajo coste, usando una membrana y dos valvulas
de conmutacion para analisis en linea (Menéndez et al., 2008).
Adicionalmente, para evaluar la vida media y la calidad del
pescado, se usaron compuestos volatiles de muestras de
agallas extraidas en hexano (Raatikainen et al., 2005). Los
resultados demostraron la capacidad de la combinacion del
analisis IMS-quimiométrico para evaluar la calidad de los

alimentos. También se han determinado VOCs como un
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marcador de frescura en un producto de pizza con salchichas

cocidas (Vestergaar, 2007).

Otro ejemplo interesante relacionado con la determinacion de
familias de compuestos puede ser la determinacion del grupo
de mondomeros. Los polimeros plasticos usados para el
envasado de alimentos se producen con la polimerizacion de
mondmeros, potencialmente causantes de severos problemas
como las alergias. El analisis IMS de trazas de mondmeros
demuestra su eficacia a concentraciones limite establecidas
(Vautz et al., 2006). El uso de la IMS en el analisis de calidad
de los alimentos puede también encontrar aplicacion en la
deteccion de metabolitos de olor a rancio formados como
subproductos en procesos de produccion (Gallegos et al.,
2015; Vautz et al., 2008). Usando MCC-IMS, Maddula et al.
(2009) encontraron una correlaciéon positiva de etanol,
propanona, heptan-2-ona y nonan-2-ona con la actividad
metabdlica de Escherichia coli. Los resultados obtenidos de su
crecimiento y la apariencia y area de los picos de aminas
bibgenas en el espectro de movilidad mostraron una buena

correlacion.

Muchos microorganismos pueden ser usados como indicadores
de maduracion y de procesos de alteracion. Sin embargo, los
microorganismos, alcanzan en su dinamica de crecimiento un
maximo en su numero y pueden posteriormente decrecer e
incluso desaparecer tras alcanzar cierta densidad. Por ello,
Karpas et al. (2002) consideran que el pico en el espectro de
movilidad puede dar informacion util de la frescura de la

muestra, mejor que algunos tipos de cultivos bacterianos.

El acoplamiento de IMS con GC o MS ha mostrado interesantes
aplicaciones en el estudio del perfil metabdlico de diferentes

muestras de alimentos. Asi, se ha demostrado la capacidad de
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HS-MCC-IMS para describir la evolucion del perfil de volatiles
de muestras de leche y aceite durante 36 dias bajo diferentes
condiciones de almacenamiento para controlar la oxidacion
lipidica (Marquez-Sillero et al., 2014). En este articulo, los
perfiles de volatiles obtenidos usando polaridad positiva
permitieron la cuantificaciéon de algunos compuestos volatiles
(hexanal, 2-butanona, acetona y dimetilsulfito) en muestras
degradadas y se encontro6 que el perfil depende de Ila
presencia de acidos omega-3 poliinsaturados. Otras
aplicaciones estudian la cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a IMS como preseparacion adicional antes
de la deteccibn MS. Este acoplamiento ha sido aplicado a
diagndésticos tempranos de estrégenos desconocidos en
muestras de suplementos dietéticos (Aqgai et al., 2013).
Ademas, se detectaron un total de 19 glicosidos de flavonoides
y se caracterizaron estructuralmente en extracto de desechos
de coliflor usando esta tecnologia (Gonzélez et al., 2014).
Finalmente, se puede mencionar que la micotoxina
zearalenona y sus 4 metabolitos fueron determinados en
harina de maiz aplicando una modalidad de IMS acoplada a MS

(McCooye et al., 2008).

1.5.1.3. IMS para huella espectral metabdlica

La huella espectral metabdlica se centra en la comparacion de
patrones de metabolitos entre muestras. Ello no tiene como
meta la identificacion de todos los metabolitos involucrados,
pero detecta aquellos considerados biomarcadores (Garcia-
Canas et al., 2010). La industria de alimentos necesita
técnicas de rapido tamizaje, como la IMS, para Ila

determinacion de la calidad considerando la expectativa de los
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consumidores y la autenticidad de la informacion incluida en la

etiqueta de cada producto.

La correlacion entre el analisis organoléptico y los analitos
quimicos obtenidos por IMS puede ofrecer una interesante
solucion para diferentes analisis de alimentos. Con respecto a
la calidad y seguridad de los alimentos, un lote de compuestos
volatiles de productos alimenticios se relacionaron con el
aroma, sabor, gusto o calidad, lo que es relevante para
asociarlo con el origen (Peris et al., 2009). Estos compuestos
volatiles pueden ser determinados facilmente por IMS.
También el espacio de cabeza de un queso fue analizado por
GC-IMS y se pudo usar para controlar el crecimiento fungico
(Vautz, 2006). También se ha usado exitosamente para
evaluar el desarrollo del aroma de fresas durante su vida
media, para verificar el grado de infeccion por Botrytis cinerea,
basandose en la deteccidon de cambios del perfil de volatiles y
para identificar potenciales biomarcadores especificos para B.
cinerea (3-metilbutanal, cis-4-decenal, 2-metil-1-butanol, 2-
metil-1-propanol, 1-octen-3-ona y 1-octen-3-ol

(Vandendriessche et al., 2014).

Adicionalmente, se aplico una modalidad de IMS para la
identificacion temprana de podredumbre blanda de la patata
causada por Pectobacterium carotovorum en el campo o
durante su almacenamiento. La huella de movilidad ionica se
asocia con la podredumbre blanda causada por metabolitos
volatiles producidos por el tejido del tubérculo podrido o por la
actividad metabdlica de Ila bacteria responsable de los

sintomas de la podredumbre (Rutolo et al., 2014).

En el campo de la autentificacion de alimentos, actualmente
no existen métodos analiticos de bajo coste para autentificar

cada pieza puesta en el mercado. Actualmente, es muy
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importante seleccionar una técnica fiable para controlar la
autenticidad de muchos alimentos altamente apreciados en
mercados internacionales (alimentos gourmet, etc.). En este
contexto se puede mencionar que para autenticar el régimen
de alimentacion de cerdos ibéricos, crucial para su
consideracion comercial, se usaron espectros caracteristicos de
movilidad i6nica de los compuestos volatiles presentes en la
grasa del cerdo (Alonso et al., 2008). El potencial de la IMS
para la caracterizacion de muestras de alimentos se ha
demostrado también para el analisis de diferentes tipos de
vinos (Garrido-Delgado et al., 2011; Vautz et al., 2006; Vautz
et al., 2008). Las muestras de vino contienen habitualmente
compuestos volatiles que se pueden usar como marcadores
traza relacionados con su origen. Desarrollar sistemas
analiticos de vanguardia adecuados para la autenticacion
varietal de vinos es una cuestion de gran interés, pudiendo
usarse para evitar fraudes y ofrecer una alternativa para el
andlisis sensorial tradicional basado en el panel de expertos
entrenados, que a veces tiene estimaciones dificiles, ademas
de no ser siempre factible debido a la subjetividad del analisis,
su alto coste y demanda de tiempo. En este sentido, los vinos
blancos de caracteristicas sensoriales similares podrian ser
clasificados de acuerdo a su origen, gracias a un sistema de
separacion de gases que se acoplé al dispositivo IMS usando
un sistema de inyeccidon de flujo (Garrido-Delgado et al.,
2011).

También se demuestra el potencial de la IMS para resolver
problemas para los que otras técnicas analiticas no pueden
ofrecer soluciones de una manera simple. Asi, para evaluar la
calidad de un aceite de oliva de alta calidad (aceite de oliva
virgen extra) mediante la tecnologia IMS, se usé un sistema
con espacio de cabeza acoplado en linea a un equipo de GC-
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IMS (Garrido-Delgado et al., 2012). También en este caso, la
IMS ofrece resultados muy prometedores de cara a la
aplicacion en la diferenciacion de muestras de aceite de oliva
de acuerdo a su calidad, en lugar de usar el analisis sensorial.
En la Figura 1.10 se muestra el equipo que permite el

muestreo directo de los espacios de cabeza de las muestras de

aceite.
H Placa Faraday
Fuentede 1
Titrio | IMS
Gas de salida (6.5keV) ' T2 60°C
" ]
Gas de deriva (N,)
500 mL/min
Columna multicapilar
T230°C
Brazo Robotico
Jeringa
Vinyeccisn 100 pL (] Inyector
T# 80°C T2 80°C
1 g de queso
Tiempo de incubacidn:
10 min Gas de arrastre N,
Temperatura de incubacion: 30 mL/min
60°C

Figura 1.10. Esquema del equipo GC-IMS (FlavourSpec®) y condiciones
experimentales para analizar muestras de aceite de oliva virgen (adaptada
de Garrido-Delgado et al., 2012)

Los mapas topograficos (Figura 1.11) muestran las sefiales
obtenidas después de analizar tres tipos diferentes de aceite
de oliva extra virgen, aceite de oliva virgen y aceite de oliva
lampante. Como se puede observar, el patrén principal de los
picos para las diferentes clases de calidad son similares,
mientras un juego de sefales varia. Para determinar un

espectro caracteristico (“huella espectral”) de cada tipo de
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aceite de oliva, se analizaron varias muestras y los datos

obtenidos se estudiaron usando herramientas quimiomeétricas.

|
EVOO

Sefiales
! tridimensionales de
compuestos volatiles

Figura 1.11. Mapa topografico de aceite de oliva extra virgen (EVOO),
aceite de oliva virgen (VOO) y aceite de oliva lampante (LOO). Pico de i6n
reactante (RIP) (adaptada de Arce et al., 2014)

Finalmente se puede afirmar que la metabolomica se esta
convirtiendo en un procedimiento interesante para evaluar la
calidad de los alimentos, su procesamiento, seguridad y
trazabilidad. En base a todos lo considerado en este epigrafe,
la IMS puede ser considerada como una nueva herramienta
analitica de la quimica verde para el analisis metabolémico de
los alimentos. La IMS no deberia ser considerada solamente
como un simple sensor, ya que si se acopla con sistemas
apropiados de muestreo Yy columnas de separacion
respectivamente, podria considerarse como un instrumento
rapido, facil de usar y una herramienta analitica de bajo coste

en el campo del analisis metabolémico de alimentos.

Ademas, la IMS se usa antes de la deteccién por MS como una
etapa de separacion. Por lo tanto, la IMS-MS puede
suministrar informacion de una manera bidimensional con la
identificacion de metabolitos en matrices muy complejas. Por

consiguiente, la IMS acoplada a otras técnicas puede proveer
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informacion adicional acerca de problemas no resueltos por

otras técnicas analiticas.
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1.6. USO DE LA ESPECTROMETRIA DE MOVILIDAD IONICA
PARA EL ESTUDIO DE COMPUESTOS VOLATILES

1.6.1. Determinacidon de metabolitos volatiles en quesos de

cabra mediante el uso de IMS

Los compuestos del queso responsables del olor pertenecen a varios
grupos quimicos como alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
lactonas, furanos, compuestos nitrogenados y compuestos del
azufre, terpenos y sus derivados, compuestos aromaticos y acidos

grasos libres (d” Acampora et al., 2008).

En cada tipo de queso, la presencia de estos compuestos depende
de factores tecnoldgicos, béasicamente relacionados con cultivos
microbianos y procesos fermentativos que ocurren durante la
formacion del queso, especialmente en la maduracion, fase en la
cual se define el aroma por la conversion de compuestos quimicos y

bioquimicos de la leche (Smit et al., 2005).

El nimero de factores que estan implicados en el desarrollo del
aroma y sabor del queso son multiples y concuerdan con la
diversidad y complejidad de este alimento. A modo de ejemplo, en
la elaboracion de queso, el origen de la leche y tratamiento (leche
cruda o pasteurizada) influyen sobre el aroma (Berard et al., 2007),

por la presencia de metabolitos diferentes.

En general, los quesos de leche cruda tienen aromas mas intensos y
mayor diversidad de compuestos volatiles que los quesos de leche
pasteurizada (Rodriguez-Alonso et al., 2009). El uso de leche cruda
en la elaboracibn de queso, puede ampliar la producciéon de
compuestos volatiles, especialmente acidos, alcoholes y ésteres,
probablemente debido a que el tratamiento térmico (pasteurizacion)
inactiva enzimas y microorganismos de la leche, afectando

finalmente a la formacion del aroma (Hayaloglu y Brechany, 2007).

Desde el punto de vista ecoldgico, en cada queso, con sus
propiedades fisicas y quimicas, se establecen comunidades

microbianas especificas que crean la diversidad de aroma y sabor.
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En general, una microbiota tipica de alta biodiversidad determina
que los quesos de leche cruda sean mas propicios para desarrollar
sabores mas intensos en comparacion con los quesos elaborados
con leche pasteurizada. Muchas cepas aisladas a partir de quesos de
leche cruda se han asociado con la formacion de perfiles volatiles
complejos, logrando la més alta puntuacién para algunos atributos
sensoriales. Por el contrario, en algunos casos, la mayor abundancia
de compuestos volatiles puede tener poco o ningun significado para
el aroma en productos lacteos (Curioni et al., 2002; Delgado et al.,
2011; Marilley et al., 2004) y s6lo una pequefia fraccién de estos

compuestos son realmente responsables del aroma del queso.

El sabor y el aroma son atributos de calidad muy importantes para
el queso, especialmente en su comercializacién, debido a que el
consumidor selecciona un queso basandose en primer lugar en las

caracteristicas del aroma/sabor antes que en cualquier otro atributo.

En este contexto, el estudio de los metabolitos volatiles del queso es
relevante por sus aplicaciones practicas, siendo importante

puntualizar que:

i) estos compuestos volatiles son responsables del aroma
ii) establecen la calidad sensorial

iii) permiten clasificar los quesos

iv) permiten establecer el diagndstico de olores andmalos en caso

de haberlos
V) contribuyen a la trazabilidad

En todo caso, la informacion disponible sobre el contenido de
volatiles especificos de un determinado tipo de queso promueve la
estandarizacion de su elaboracion, a través de un mejor control del
proceso (Barron et al., 2005; Fox y Wallace, 1997; Mullet et al.,
1999).

En particular, este tipo de estudio puede ser util para definir la
calidad del queso, para caracterizarlo y evaluar los cambios durante

la maduracién y el almacenamiento. Justamente, en la fase de
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maduracion es deseable acelerar y diversificar el aroma, lo cual
resulta de importancia, pues su desarrollo es relativamente lento,
costoso y finalmente define la seleccién del producto por el
consumidor, asi como el valor comercial de un queso. Igualmente,
el sector quesero mantiene el interés en la preservacion de aromas
tipicos de los quesos tradicionales, asi como en la formaciéon y el
desarrollo de nuevos aromas; de ahi la necesidad de estudiar los
aromas de los quesos tradicionales asi como los aromas producidos

por cepas de BAL de interés tecnolégico en queseria.

Desde el punto de vista analitico, el andlisis del aroma y sabor de un
queso es complejo y dificil de implementar como ensayo de rutina a
nivel industrial, situacion que se explica por las diferentes etapas a
incluir en el protocolo analitico como son la extraccidon de analitos de
la matriz, la separaciéon y su cuantificacion. En el primer trabajo
experimental realizado en esta Tesis Doctoral, el espacio de cabeza
estatico se selecciond para extraer compuestos volatiles de las
muestras de queso. El muestreo consiste en extraer la atmdsfera
alrededor de la matriz del queso colocada dentro de un vial, después
de que se haya conseguido un equilibrio. Esta forma de extraccion
es una herramienta valiosa para el analisis por MCC-IMS, porque
combina simplicidad, procedimientos libres de solventes y usa
pequefas cantidades de muestra. Por esta razon el método HS fue
el método de extraccidon seleccionado para el analisis de muestras

de queso mediante MCC-IMS.

1.6.2. lIdentificacion de metabolitos volatiles para diferenciar

bacterias acidolacticas

Las BAL, gracias a sus caracteristicas metabdlicas y siempre que
sean reconocidas generalmente como seguras (GRAS) han
determinado variadas aplicaciones a nivel de la industria de la leche,
carne, vegetales, cereales y vino, teniendo asi mismo otras
aplicaciones biotecnolégicas, como la producciéon de probidticos,

biopolimeros y enzimas (Temmerman et al., 2004).
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Algunas BAL implicadas en el procesamiento de quesos producen
cambios quimicos en la caseina de la leche, pero la actividad mas
importante es la fermentaciéon de la lactosa, produciendo acido
lactico, debido a que la tasa de produccion de este acido determina
las caracteristicas quimicas del queso, las cuales a su vez
seleccionara la microbiota responsable de la maduracién. Dicha
microbiota empieza a establecerse desde la seleccién de la leche y

esta afectada por el ambiente que rodea al queso.

En la microbiota del queso, algunas bacterias permaneceran viables
y pueden crecer durante la maduracion. Otras seran eliminadas
completamente y otras pueden inicialmente ser suprimidas y luego
ser favorecidas, o0 viceversa, segun el ambiente quimico al cual se
hayan expuesto. El proceso en si es complejo y el entorno quimico
puede cambiar sustancialmente a medida que progresa la
maduracion. Los microorganismos viables, la densidad de la
poblacidn, la sincronizacién de la muerte celular y la lisis, directa o
indirectamente dan lugar a las mencionadas reacciones quimicas y
bioquimicas que conducen paralelamente el desarrollo de aroma y

textura del queso durante la maduracién (Kindstedt, 2014).

Por otro lado, los VOCs originados por el metabolismo microbiano
son de gran importancia para el perfil aromatico de muchos
alimentos. Estos compuestos, actualmente, se wusan como
marcadores para propésitos diversos, especialmente para la
deteccion del deterioro de alimentos (Lemfack et al., 2014). En
alimentos fermentados o madurados, como muchos quesos, es de
interés conocer y comprender qué componentes del aroma
determinan la percepcién ultima por parte del consumidor para

llegar a caracterizar estos productos en base a su perfil aromatico.

El desarrollo del aroma en el queso madurado resulta de las
actividades metabdlicas de la microbiota dominante compuesta
mayormente por BAL. Estas bacterias caracterizadas por su amplia
diversidad ofrecen la posibilidad de enriquecer el aroma y la

diversidad de productos lacteos como el queso.
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L. lactis subsp. cremoris y L. lactis subsp. lactis suelen ser bacterias
lacticas iniciadoras por sus actividad acidificante y proteolitica. En
general, Lacococcus spp. son acidificantes fuertes (Hussain et al.,
2009), mientras Lactobacillus spp. son mas ampliamente usadas
para mejorar el aroma y la textura en varios tipos de quesos
(Sahingil et al., 2014).

Durante la maduracién del queso, las enzimas liberadas de las BAL
iniciadoras y no iniciadoras hidrolizan la caseina en péptidos o
aminoé&cidos, determinando el desarrollo del aroma del queso
(Settani et al., 2010), principalmente de VOCs relevantes. En este
sentido, el uso de BAL (seleccionadas como cultivos iniciadores)
para la produccién de queso, asi como también las cepas no
iniciadoras (para mejorar el sabor y la textura) resulta muy
importante. De acuerdo a Cavanagh et al. (2015), Lactococcus spp.
son las BAL iniciadoras mas importantes para la produccién de acido
lactico de la lactosa y para convertir la caseina en componentes del
aroma. L. lactis subsp. lactis es capaz de metabolizar arginina via
arginina deaminasa influyendo en el aroma del queso (Brandsma et
al., 2012). Lactococcus spp. también contribuye al mejoramiento de
la textura (Mills et al., 2010). Ademas, Lactococcus se ha asociado a
la inhibicibn de la descomposicion del queso y al efecto de
microorganismos patdgenos, debido a la produccién de ciertos
agentes quimicos (Coelho et al., 2014). L. lactis subsp. cremoris
también se ha incorporado como cultivo iniciador debido a sus
actividades acidificante y proteolitica; los aminoacidos se involucran
en la produccién de metabolitos asociados con el aroma y las
propiedades aromaticas (Kamalrul et al., 2012). Ademas,
Lactobacillus spp. esta implicado en el mejoramiento del aroma y
textura en varios tipos de queso. Estas caracteristicas son dificiles
de evaluar a través de andlisis de rutina, debido a la complejidad de
la metodologia analitica y de la instrumentacién necesaria para este
propdsito. Una de las principales técnicas analiticas para determinar
VOCs gue provengan de microorganismos es la GC-MS. Actualmente

la industria alimentaria y los laboratorios analiticos buscan métodos
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para determinar a tiempo real los VOCSs generados por BAL. La IMS
podria ser una técnica apropiada para desarrollar nuevos métodos
que se pudieran implantar en los laboratorios agroalimentarios. En
esta Tesis Doctoral se ha demostrado el potencial de la GC-IMS para
diferenciar distintas cepas de BAL (algunas usadas en el proceso de
elaboracion de quesos) usando la informacion global obtenida en los

mapas topograficos o usando algunos marcadores.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION Y
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

La diversidad en la textura, aroma, sabor y otras propiedades en
muchos tipos de quesos como los madurados, dependen de los
tipos de leche y del uso de cultivos iniciadores que en conjunto
influyen sobre la composicién, enzimas y maduracion, destacando
también los factores tecnoldgicos, las diferencias en tiempo y la
temperatura de almacenamiento. Las propiedades sensoriales de
los quesos, la especificidad e intensidad del olor y sabor estan
determinadas por actividades catabdlicas microbianas: el
metabolismo de la lactosa, la protedlisis, asi como la degradacion
de aminoacidos, lipdlisis y oxidacion de &cidos grasos durante la

maduracion (Duthoita et al., 2005).

Debido a que la actividad microbiana contribuye mediante Ila
produccion de compuestos organicos volatiles a la tipicidad de un
queso, resulta de interés determinar estos compuestos a nivel del

proceso tecnolégico, en particular en la fase de maduracion.

Justamente, la quimica del aroma/sabor resulta de gran interés
porque este atributo refleja la imagen real del producto, y los
consumidores esperan un “sabor tipico” al comprar un queso.
Ademas, el screening del aroma puede aportar informaciéon
adicional respecto a las préacticas de elaboraciéon, la dieta de los

animales o el tiempo de maduracion. Estos datos incluso pueden

-91-



satisfacer la creciente demanda de la inocuidad y la trazabilidad

(Chiofalo et al., 2004).

Por otro lado, la oferta de tecnologia que determine y defina los
aromas de quesos artesanales o de leche cruda, normalmente
asociados a pequefos productores en zonas rurales supone un
incentivo a la actividad econdmica y desarrollo de este tipo de
zonas. En el caso de Andalucia, los quesos estan asociados a la

dieta mediterranea y a la cultura alimentaria de esta region.

Los quesos tradicionales del mundo, tanto de produccion artesanal
como semiindustrial, no cambian durante siglos y son clave en la
economia agricola de las areas de produccion. Muchos de ellos
mantienen una alta calidad y caracteristicas exclusivas que traen a
nuestro tiempo saberes ancestrales, el pais de origen, su cultura y
su gente. De hecho, los quesos de cabra tienen una perspectiva
favorable en paises de la Union Europea, de Oriente, en Estados
Unidos y Sudamérica, debido a sus caracteristicas sensoriales
distintivas. En la Unién Europea, como resultado de programas de
desarrollo rural, la produccion de Ileche ha incrementado
rapidamente en las ultimas décadas, aunque globalmente el niumero
de animales esté disminuyendo (Picon et al., 2016). Desde este
escenario, la produccion de queso artesanal puede suponer nuevas
oportunidades para el trabajador del campo y mejores productos

para la mesa.

Por estas razones, es necesario preservar la peculiaridad de estos

quesos, aspecto gque requiere la identificacién del aroma y el sabor
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que describen mucho mejor al producto que las cualidades fisico
quimicas y microbioldgicas y adicionalmente generan un valor

anadido para su comercializacion.

El estudio del aroma del queso es util para definir su calidad, para
caracterizarlo en relacion a sus propiedades sensoriales, a su
ambiente original y variedad, para evaluar los cambios durante la

maduracion y diferenciar entre productos aceptables o defectuosos.

La aceptabilidad del consumidor depende de las caracteristicas
sensoriales y en este contexto el aroma es determinante. El sabor y
aroma tipico del queso depende basicamente de la actividad
bioquimica microbiana y de Ila tecnologia empleada en Ila
elaboracion, que a la vez promueven la formacion de un amplio

rango de compuestos volatiles de diferente polaridad y reactividad.

En la préactica, los compuestos volatiles son importantes en la
evaluacion y preservacion de la calidad del queso. Sin embargo su
andlisis en productos lacteos es un problema evidente, debido a la
complejidad de la matriz, y a la variedad de compuestos organicos
presentes. A esto se suma el coste que representa la aplicacion del
analisis sensorial con resultados a veces subjetivos o el coste del
uso de técnicas analiticas estandar y de tecnologias para la

concentracion y extracciéon de compuestos en la fase preparativa.

Los estudios sobre aromas en la industria quesera son amplios. La
técnica de referencia en la mayoria de los casos ha sido la

Cromatografia de Gases (GC, de su nombre en inglés) acoplada a la
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Espectrometria de Masas (MS, de su nombre en inglés). Sin
embargo, se necesitan protocolos analiticos que contribuyan a
diferenciar objetivamente los compuestos quimicos y que ademas
ofrezcan ventajas frente al analisis sensorial. Este ultimo precisa de
un panel de cata entrenado, no siempre accesible para la industria.
En este sentido, el empleo de la Espectrometria de Movilidad I6nica
(IMS, de su nombre en inglés) surge como una alternativa analitica
adecuada al uso del detector MS para el rastreo y control de
Compuestos Orgéanicos Volatiles (VOCs, de su nombre en inglés) en
quesos y cultivos de Bacterias Acido Lacticas (BALs) por ser una
técnica analitica instrumental que suministra alta densidad de

informacion y limites de deteccion excelentes.

Estas caracteristicas instrumentales se evidenciaron en ensayos
preliminares realizados en el grupo de investigacion FQM-215 de la
Universidad de Cdérdoba. Analizando algunos tipos de queso de
cabra, oveja y vaca comercializados en la ciudad de Cdérdoba se
obtuvieron mapas topograficos de IMS que mostraron
particularidades segun el grupo, observandose sefiales con tiempos
de deriva y de retenciéon con repetibilidad adecuada e intensidades
con RSD menor al 10%, datos que fueron utiles para la presente

Tesis Doctoral.
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2.2. Objetivos

Objetivo general

El presente estudio se centrdé en determinar los compuestos volatiles
responsables del aroma en quesos de cabra de distinta variedad asi
como en diferenciar cultivos de BAL (usadas ampliamente en
queseria) empleando la informacion global obtenida del mapa
topografico o usando solamente los VOCs especificos. Para alcanzar
estos objetivos se aplicaron técnicas microbioldgicas y se usé la IMS
como herramienta analitica a fin de evaluar su potencial de
aplicacibn en ensayos de rutina para el control de calidad en la

industria quesera.

Objetivos especificos

) Desarrollar un método usando el sistema Espacio de Cabeza-
Columna Multicapilar-Espectrometria de Movilidad I6nica (HS-
MCC-IMS, de su nombre en inglés) para describir la huella
espectral o aroma global que resulta de un balance entre
compuestos organicos volatiles presentes en diferentes
concentraciones en muestras de quesos procesados con leche

de cabra cruda o pasteurizada.

o Determinar en queso de cabra los metabolitos volatiles con
potencial uso como marcadores de maduracion y controlar su

evolucion a través del tiempo.
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Analizar muestras de cuatro cepas de BAL (L. casei, L.
paracasei subsp. paracasei, L. lactis subsp. lactis y L. lactis
subsp. cremoris) por IMS y verificar si es posible diferenciar
entre las 4 cepas usando la informacion global encontrada en
las huellas espectrales IMS o0 usando solo algunos compuestos

volatiles especificos.

Establecer la evolucién de VOCs relevantes producidos por las
cepas de referencia de Lactobacillus y Lactococcus durante el

crecimiento microbiano.
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3. MATERIALES Y METODOS

En el trabajo experimental desarrollado en esta Tesis Doctoral
se usaron muestras de queso y de cultivos de BAL,
estandares, reactivos, materiales de laboratorio, aparatos y el
equipo FlavourSpec®, para el andlisis de VOCs provenientes de
queso y de cultivos de BAL. En este apartado se enumeran los
materiales y reactivos usados, se describe el muestreo

seguido, el equipo para IMS y brevemente el analisis de datos.

3.1. Muestras de quesos, seleccidon, preparacion y

conservacion de muestras

Para determinar volatiles en muestras de quesos de cabra se
seleccionaron muestras de 10 quesos de diferentes localidades
de Espafia. Todos estos quesos se compraron en
supermercados. En la etiqueta de estos quesos se indicaba
que los quesos fueron elaborados a partir de leche cruda o
pasteurizada mediante procesado industrial o tradicional (ver
Tabla 2.1).

Adicionalmente, otros 2 tipos de quesos (Cl y C2) elaborados
con leche cruda de cabra fueron suministrados directamente
por los fabricantes (ver Tabla 2.2). Los quesos C1 fueron de
tipo graso, elaborados con cuajo, fermentos lacticos, lisozima
y sal. Su etiqueta especificaba un contenido de grasa minimo
del 30% y extracto seco minimo 65%. Los quesos C1 fueron
seleccionados para realizar un seguimiento a lo largo de 150,
180, 210, 240 y 270 dias de maduracion. Los quesos C2
contenian cuajo y sal, cultivos no iniciadores, extracto seco

mayor al 45% vy la relacion materia grasa/ extracto seco =
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459%. En este caso, las muestras se tomaron de distintos lotes

y tenian 60 dias de maduracion.

Tabla 3.1. Quesos de cabra comprados en supermercados
para el estudio del aroma global de muestras de queso.

Muestra

Tipo de

procesamiento™

Tiempo de

maduraciéon

Origen
geografico

1 Tradicional 60-120 dias Andalucia
2 Tradicional 20-60 dias Islas Canarias
3 Tradicional 30-60 dias Andalucia
4 Industrial 60-120 dias Andalucia
5 Tradicional 20-60 dias Islas Canarias
6 Industrial n.d Castilla-La
Mancha
Tradicional 60-120 dias Andalucia
Tradicional 60-120 dias Castilla-La
Mancha
9 Tradicional 60-120 dias Andalucia
10 Industrial n.d Castilla-Ledn

nd: no declarado. *Tradicional significa que se ha incorporado
el conocimiento ancestral a la tecnologia moderna. En todos los
casos la leche usada fue pasteurizada.

Para la toma de muestra de queso en el laboratorio se
consideraron simultaneamente varios factores, tales como:
representatividad, homogeneidad de las muestras y posible
alteracion de la matriz durante el almacenamiento. Asi, debido
a que la alteracién de la muestra puede ser ocasionada por la
actividad enzimatica, oxidacion de lipidos, crecimiento
microbiano y cambios fisicos y que ademas todos estos
factores pueden afectar a su uniformidad, se aplicé un
muestreo adecuado que garantizara que el procedimiento
analitico no se viera afectado y asegurara un perfil de volatiles

que corresponda a la realidad, libre de olores anémalos por
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deterioro de las muestras, o0 emisiones procedentes del

ambiente.

Tabla 3.2. Quesos de cabra suministrados por productores para la
determinacion de la evolucién de volatiles durante el tiempo de
maduracion mediante HS-MCC-IMS.

Cddigo de Queso™ Productor Tiempo de
laboratorio maduracion
Co2-M2-1 Moqtes de AGAMMA 60 dias

Malaga
C2-M2-2 M&’;ZZ de acammA 60 dias
Cl1l-S5-1 El Pinsapo AGASUR 150 dias
C1l-S5-2 El Pinsapo AGASUR 150 dias
C1-S6-1 El Pinsapo AGASUR 180 dias
C1l-S6-2 El Pinsapo AGASUR 180 dias
Cl-s7-1 El Pinsapo AGASUR 210 dias
C1-S7-2 El Pinsapo AGASUR 240 dias
C1-S8-1 El Pinsapo AGASUR 240 dias
C1l-S8-2 El Pinsapo AGASUR 270 dias

*Quesos tipo graso madurados y procesados con leche cruda.

Durante el muestreo, los quesos se transportaron al
laboratorio en bolsas isotérmicas. Posteriormente se cortaron
en piezas triangulares eliminando la corteza (1 cm desde el
exterior del queso), se envasaron en laminas de aluminio y en
bolsas plasticas de cierre hermético y se congelaron a -18°C
hasta el andlisis. Con esta forma de almacenamiento se
asegur6 sobre todo la estabilidad de los compuestos volatiles
en la matriz. Antes del analisis, las muestras se descongelaron
manteniéndolas durante toda la noche a 4°C. Después se
fraccionaron en pequefos granulos y una porcion
representativa de cada tipo de queso (100 g) se conservo a
temperatura ambiente durante al menos 1 hora antes de la

pesada. Este muestreo garantiza la homogeneizacién de los
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VOCs que pueden encontrarse en distintos gradientes de

concentracion en la matriz.

3.2. Preparacion de cultivos de bacterias acidolacticas

para el analisis mediante IMS

Se usaron cepas liofilizadas de L. paracasei subsp. paracasei
CECT 4022, L. lactis subsp. lactis CECT 185, y L. lactis subsp.
cremoris CECT 7100 procedentes de la coleccion espafola de
cultivos tipo CECT (Burjassot, Valencia, Espafia). La otra

cepa, de L. casei, se aislé de una leche fermentada comercial.

Las cepas liofilizadas se reactivaron adicionando 0.5 mL de
caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS) (Oxoid CMO359) al cultivo
deshidratado, dejando humectar durante 30 minutos antes de
subcultivar simultaneamente en 5 mL del mismo caldo, en
placas y en tubos inclinados de agar MRS (Oxoid CMO 361).
Estos subcultivos se incubaron a 33°C 6 37°C segun lo
requerido por la cepa, durante 24-48 horas, siendo necesario
realizar tres cultivos sucesivos en caldo y agar MRS para que

las BAL recuperen su metabolismo normal.

L. casei se aisl6 diseminando 0.1 mL de la dilucién 1x10°
UFC/g en la superficie de agar MRS. Los cultivos se incubaron
a 37°C durante 24-48 horas y se aislaron colonias. Las cepas
de referencia se almacenaron a 4°C para uso diario, y para su
conservacion a largo plazo se criopreservaron se adicioné

glicerol al 30%, almacenandolos a -20°C.

Para la determinacion de VOCs emitidos por las BAL se
procedi6 de acuerdo al siguiente orden: las cepas se
reactivaron estriando 1 pL de cultivo fresco en caldo, en agar
MRS, incubandose posteriormente a 33°C durante 24 h. Una

colonia de cada BAL se suspendié en 60 mL de caldo MRS y se
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incubé durante 24 horas. Se anotd la densidad Optica
(O.D.s40nm) de cada cultivo como una medida indirecta de
concentracion celular, dato que sirvi6 como referencia para
determinar los VOCs a partir de cultivos en caldo con similar
crecimiento y actividad bacteriana. El esquema del proceso

esta resumido en la Figura 3.1

r N
— — f —
- . - - 1 UFC suspendida
2:‘2;?5':?;;‘;" Medio selectivo en 60 mL de caldo
Cultivo liofilizado* (33°C 24-48 h) MRS
monitoreo de pH I
Analisis mediante Diné_rni_ca de i Ajuste del inéculo
GC-IMS crecimiento OD540 nm: 0.20
durante 30 h
o
Monitoreo de la
DO a 540 nm
e o

Figura 3.1. Esquema de la preparaciéon de cepas de BAL para analisis
mediante GC-IMS. *Excepto las cepas aisladas de una leche comercial
fermentada. UFC= unidad formadora de colonia. OD= densidad 6ptica.

3.3. Determinacién de VOCs durante el crecimiento de

las BAL

Se tomaron medidas de GC-IMS para evaluar las huellas
espectrales y sus metabolitos volatiles durante el crecimiento
en caldo MRS (24-30 h). Los cultivos se prepararon diluyendo
una alicuota de un cultivo fresco en caldo MRS hasta asegurar
una D.0.540 nm de alrededor de 0.20 (aproximadamente 15 x 10°
UFC mL™). Alicuotas de 7 mL de este cultivo se vertieron en
tubos diferentes y se incubaron en un bafo de agua a 33°C
durante el periodo de estudio. Durante el tiempo de incubacion
se mantuvieron cerrarodos los tubos. Se tomdO un tubo para

cada medida GC-IMS, primero cada 30 minutos (durante las 2
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primeras horas) y después cada 90 minutos durante un total
de 24 a 30 h. Al final de cada tiempo de incubacion, se
transfiri6 1 mL de cultivo a un vial de 20 mL para ser
analizados mediante GC-IMS. Cada medida se realizé por
duplicado para cada cepa. Al mismo tiempo se determinaron la
D.O.s40nm, €l pH, la viabilidad celular y la ausencia de
contaminantes. Estas dos ultimas se determinaron estriando

10 uL de cultivo en MRS agar.

Se analiz6 también una mezcla de VOCs estandar usando el
mismo método GC-IMS. Adicionalmente se analizaron blancos
de viales vacios asi como con medio de cultivo, a fin de
descartar sefales interferentes que puedan afectar a las

mediciones GC-IMS de interés.

3.4. Puesta a punto del método de medida de VOCs
usando HS-MCC-1IMS

En primer lugar, usando el equipo IMS con columna
multicapilar (Figura 3.2) se analizaron muestras de quesos de
cabra (n=6) y se realiz6 una inspeccién visual de los mapas
topograficos a fin de reconocer las sefiales IMS mas frecuentes
y representativas (sefales de interés) de los VOCs emitidos
por estas matrices. De cada analisis se obtuvieron 3 datos:
tiempo de deriva (ms), tiempo de retencidon (s) y la intensidad

(V) de las sefales.

Previamente a la determinaciéon de VOCs en las muestras de
quesos de leche cruda o pasteurizada de cabra fue necesario
encontrar las mejores condiciones de operacion del equipo HS-
MCC-IMS en términos de la maxima sensibilidad, resolucion y

selectividad de las senales de interés.

-104 -



SEPARACION
EROMAISC R Espectrometro de Movilidad I6nica

(McCC o GC)
Mezcla gaseosa I
» ©
“ )
I
Regién de Region de Deteccion
ionizacion separacion

Figura 3.2. Esquema del equipo IMS con sus componentes: columnas MCC
0 GC (uso alternativo), tubo de deriva IMS, placa de Faraday como
detector.

Se usaron dos réplicas de cada queso para optimizar las
variables relacionadas con el funcionamiento del sistema de
inyeccion de la muestra, la columna de separacion y los

parametros propios de la IMS, segun se ilustra en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Pardmetros del automuestreador y de la IMS usados en
la puesta a punto del método para queso.

Parametros del automuestreador

Cantidad de muestra (g) 0.5,1,2,3
Temperatura de incubacion (°C) 40, 50, 60, 70, 80
Tiempo de incubacién (min) 2,5,8,10
Volumen de inyeccién (L) 100, 250, 500
Parametros IMS

Temperatura del tubo de deriva (°C) 40, 45, 50, 55, 60
Flujo del gas de muestra (mL/min) 10, 20, 30, 40, 50
Media 16, 32

Para la determinacion de VOCs emitidos por las BAL se realizo

una reoptimizacion del método IMS aplicado al queso, y los
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parametros del automuestreador e IMS se ajustaron a los

valores sefalados en la Tabla 3.4. En este caso la principal

diferencia fue que se mejoro

la selectividad del método

cambiando la columna MCC por una de GC de 30 m.

Tabla 3.4. Parametros experimentales para Ila
determinacion de VOCs de BAL mediante HS-GC-IMS.

Variables

Condiciones

Sistema de introduccién de volatiles

Espacio de cabeza del vial 20 mL
Tiempo de incubaciéon 5 min
Cantidad de muestra 1mL

Temperatura de incubacion 35°C

Temperatura del inyector 80°C
Volumen de inyeccién 500 puL
Velocidad de agitacion 500 rpm

Columna

Columna cromatografica Apolar

Longitud de la columna 30 m

Temperatura de la columna 40°C
Tiempo de analisis 30 min

IMS

Fuente de ionizacién Tritio

Voltaje Positivo

Flujo del gas de muestra

Flujo del gas de deriva

Temperatura del tubo de deriva

Media de espectros
Tiempo de retardo
NUumero de espectros
Longitud del espectro

Ancho del pulso

Intervalo de repeticion de la medida

Frecuencia de muestreo

5 mL/min (N, 5.0)
150 mL/min (N,5.0)
65°C
32
100 ms
1298
3000
100 pus
21 ms
150000 Hz

3.5. Muestreo de VOCs
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Los compuestos de la fraccion volatil de los quesos estudiados
se muestrearon mediante el método HS, para lo cual se
pesaron por duplicado 1+0.1 g de cada tipo de queso en viales
de 20 mL que se cerraron con un septo de silicona y tapa con
rosca magnética. Después de 8 minutos de calentamiento a
70°C y velocidad de agitacion de 500 rpm se inyectaron 100
ML de muestra del espacio de cabeza de manera automatica en

el inyector (a 80°C) del equipo IMS.

Los VOCs procedentes de cultivos bacterianos se muestrearon
por el mismo método estatico HS colocando 1 mL de cultivo en
un vial de 20 mL herméticamente cerrado con septo de
silicona y tapa con rosca, con calentamiento a 35°C durante 5

min y velocidad de agitaciéon de 500 rpm.

3.6. Reactivos usados para la preparacion de soluciones

stock y estandares de VOCs

Los reactivos de alta pureza fueron suministrados por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO. USA) y fueron conservados en el
laboratorio conforme a las condiciones especificadas en sus
instrucciones de uso. A continuacion se describen los reactivos

por grupos funcionales.

e Alcoholes: 2-propanol, 2-butanol pentanol, 1-hexanol,
2-metil butanol, 3-metil butanol, 2-3 butanodiol, 1-

octen-3-ol.

e Aldehidos: acetaldehido, diacetilo, hexanal, heptanal,
octanal, nonanal, decanal, trans-2-heptenal,
benzaldehido.

e Acidos: acido propioénico.

e Cetonas: 2-butanona, 2-pentanona, 2-hexanona, 2-
heptanona, 2-octanona, 2-nonanona.
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e Esteres: etil acetato, hexil acetato, etil butanoato, etil

hexanoato, propil butanoato.

Estos compuestos son caracteristicos de la fraccion volatil del
aroma de quesos (Delgado y col., 2011), entre ellos el queso
madurado de cabra. Ademdés, al ser producidos por el
metabolismo de las BAL, algunos de estos compuestos fueron
también determinados en los cultivos de bacterias. Todos los
compuestos objeto de estudio en este trabajo se pueden medir
con un Espectrometro de Movilidad lIénica con fuente de tritio
ya que tienen una afinidad proténica mayor que el agua (ver

Figura 3.3).

Familias de

Compuestos
Organicos KJ/mol Compuesto
Volatiles
ﬁ Aminas aromaéticas 930.0 Piridina
.| | Aminas 899.0 Metil Amina
“ ‘\‘ Compuestos 890.6 Trimetilfosfato
| Fosforados
' | |_Sulféxidos 844.4 Dimetilsulféxido
Afini‘ga!d 853.6 Amonio
|| Cetonas 832.7 2-Pentanona
pmtq"”\'ca Esteres 821.6 Acetato de metilo
\ ‘\‘ Alquenos 805.2 1-Hexeno
‘| |_Alcoholes 789.2 Butanol
\ | | Aromaticos 750.4 Benceno
691.0 Agua
Alcanos 543.5 Metano
J

Figura 3.3. Afinidad proténica de algunas familias de compuestos quimicos
(Gary Eiceman & Zeev Karpas, lon Mobility Spectrometry, CRC Press,
2005).
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Para el analisis de queso, las soluciones stock se prepararon
diluyendo el respectivo compuesto a 5000 mg Kg™ y luego se
diluyé a 100 mg Kg™* en aceite refinado para usarlo como
disolucion de trabajo. El aceite refinado se usé para la
preparacion de diferentes soluciones stock debido a su
similitud con el alto contenido de grasa de las muestras de
queso. Cabe indicar que la matriz aceite no interfiere con los

metabolitos estudiados mediante IMS.

Los diferentes patrones de VOCs en cultivos bacterianos se
escogieron por su interés en la producciéon de sabor y olor en
el queso (Marilley & Casey, 2004) y son los mismos a los

descritos anteriormente.

Las soluciones stock de los analitos se prepararon en agua
Milli-Q (Millipore, Madrid, Espafia) a una concentracion de
1000 mg L™ y se mantuvieron en la oscuridad a 4°C. Las
soluciones estandar de 0.1 mg L' y 1 mg L™ se prepararon

diluyendo las soluciones stock en el mismo solvente.

Los compuestos quimicos de referencia se usaron para
confirmar inequivocamente la presencia de algunos VOCs. En
las muestras de queso, asi como en los cultivos de BAL se
adicion6é una cantidad establecida de cada analito puro en la
matriz (queso o medio de cultivo) seguido por el analisis GC-

IMS.

3.7. Otros reactivos, ingredientes y medios de cultivo

e El agua usada para preparar las disoluciones de los
distintos compuestos organicos Vvolatiles de distinta
concentracion fue de calidad ultrapura, obtenida
mediante un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore,

Bedford, MA, USA).
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El agua para la preparacion de medios de cultivo fue

agua destilada.

Nitrogeno 5.0 suministrado por Abell6 Linde (Barcelona,
Espafia). Se usé como gas de deriva y de muestreo para

el equipo de IMS.

Medios de cultivo comerciales “agar M17” y “agar MRS”
(Oxoid).

Lactosa (+) monohidrato extrapura (Scharlau) para

suplementar el medio M17.

Ciclohexamida 0.1 g L™ como agente selectivo para

inhibir el crecimiento de levaduras en el medio MRS.

Acido acético glacial para preparar una disolucién 5 M

para acidificar el pH del medio MRS.
Triptona (Oxoid) como diluyente de los quesos.

Citrato de sodio al 2%, como diluyente de queso,
preparado a partir de citrato de trisodio di-hidratado PA-

ACS (Panreac Quimic S.A., Barcelona).

Perdxido de hidrégeno al 1%, preparado por dilucién de

H»0, al 33% (Panreac Quimic S.A., Barcelona).

Kit para tincibn de Gram (Panreac Quimic S.A.,

Barcelona).

Jarras de anaerobiosis GasPak BBL y Anaerogen

(Thermo scientific).
Glicerol (Panreac Quimic S.A., Barcelona).

Aceite de inmersién (Panreac Quimic S.A., Barcelona).

3.8. Material de laboratorio

Matraces aforados de 10, 50, 100 y 250 mL.
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Probetas de 100 y 250 mL.
Micropipetas de 10, 100 y 1000 pL.
Aspiradores de seguridad para pipetas.
Pipetas de serologia, estériles, 10 mL.
Pipetas Pasteur.

Frascos de vidrio con tapa de polipropileno, 10, 50 y 100

mL.

Viales de 20 mL con septum de silicona y tapa con rosca

magnética.

Tubos de ensayo.

Tubos de cultivo de poliestireno, 12 mL.

Tubos de cultivo de vidrio con tapa rosca, 12 mL.

Frascos de vidrio autoclavable con tapa rosca de 100 mL
y 500 mL.

Placas de Petri 90 cm de diametro.
Tubos Eppendorf de 1.5 mL.

Gradillas desmontables, autoclavables con y sin

referencia numeérica.

Cajas para conservacion de cepas a -80°C.

Espatula e instrumentos para muestreo de alimentos.
Espatula de Digraskly.

Asas y agujas de Ni-Cr para inoculacion.

Parafilm® M.

Bolsas estériles para Stomacher.

Bolsas de plastico con cierre hermético.

Guantes de nitrilo.
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e Varios: mechero, pinzas, varilla y barras magnéticas.

e Contenedores de seguridad de diferentes caracteristicas
para la correcta disposicion de los residuos bioldgicos y

quimicos.

3.9. Aparatos y otros instrumentos
e Camara de flujo laminar Burdinaba AV-100.
e Espectrofotometro Biopharmacy.
e Autoclave vertical P Selecta.
e Contador de Quebec.
e Bafno de agua termostatizado Indelab 0-100°C.

e Balanza analitica OHAUS Explorer 0.01 a 110 mg, con un
error de 0.0001 g (OHAUS, Nanikon, Suiza).

e Balanza digital Blauscal AH-30.
e Potenciometro Basic 20 Crison.
e Homogeneizador de laboratorio Stomacher 400.

¢ Placa calentadora Agimatic-N P Selecta.

3.10. Espectrometro de Movilidad |Idbnica para

determinacion de VOCs

El instrumento utilizado para el analisis de VOCs procedentes
de quesos y de cultivos de BAL fue el espectrometro de
movilidad iénica (FlavourSpec®), que permite el anélisis

directo de la fraccidon volatil de muestras soélidas y liquidas.

El equipo de medida usado tiene tres partes bien diferenciadas
(ver Figura 3.4): el automuestreador de espacio de cabeza
(CTCPAL, CTC Analytics AG, Zwingen, Suiza), la columna
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cromatografica (MCC o GC) y un tubo de deriva lineal con una
placa de Faraday usada como detector. El automuestreador de
espacio de cabeza tiene una bandeja para 32 viales de
muestra, una camara de calentamiento y agitacion y un brazo
mecanico que introduce automaticamente los viales en la
camara para generar el espacio de cabeza, que se inyecta en

el inyector del equipo IMS.

HS-MCC-IMS/HS-GC-IMS

,_
=

Figura 3.4. Fotografia del equipo FlavourSpec® 1) control del
automuestreador, 2) camara de calentamiento con agitacién, 3) brazo
mecanico, 4) bandeja de muestras 5) puerto de inyecciéon, 6) botones de
control manual.

En el FlavourSpec® la fuente de ionizacion es de tritio (6.5
KeV) que genera iones positivos o negativos. En el tubo de
deriva de 5 o de 10 cm de longitud las especies ionizadas son
aceleradas por efecto del campo eléctrico de 400 V cm™ (ver
Figuras 3.5 y 3.6 E). El equipo funciona a presion atmosférica
y se pueden seleccionar las temperaturas del: i) inyector, ii)
columna de separacion cromatografica (ver Figuras 3.6 A, 3.6

Cy 3.6 D) y la del iii) tubo de deriva (ver Figura 3.6 E).
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Tubodederivade5010cm

Placa de Faraday

Gas de salida

Gas de deriva (N5)

Columna Multicapilar B .
Laresolucion mejorausando una

columnacapilar de 30 m de longitud

Gas de arrastre

Figura 3.5. Esquema del equipo “Espacio de cabeza-columna de
separacion-Espectrémetro de Movilidad Iénica”.

En los trabajos de esta Tesis, se han utilizado: a) una columna
MCC de 20 cm de longitud conformada por aproximadamente
1000 capilares de vidrio, paralelos, rellenados con 25%
trifluoropropil y 75% de polidimetil polisiloxano (Multichrom
Ltda. Novosibirsk, Russia) para la separacion de los VOCs de
queso y b) una columna cromatogréafica SE-54 (5% difenil y
98% dimetilpolisiloxano), no polar de 30 m de longitud x 0,2
mm de didmetro usada para la detecciéon de VOCs en cultivos
de BAL.
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Figura 3.6. (A) Horno para la MCC o GC (B) Interior del Flavourspec® (C) seccibn
transversal de la columna multicapilar, (D) longitud de una MCC (E) imagen del tubo
de deriva.

Los datos generados se reciben a través de un procesador
integrado al equipo IMS, para su posterior tratamiento
mediante un programa asociado al sistema; LAV 2.0.0 (G.A.S.

mbH. Dortmund, Alemania) que permite visualizar los datos de
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MCC-IMS y GC-IMS. En la Figura 3.7 se muestra un espectro

obtenido con el equipo Flavourspec®.

v | \ | \ \
26 Espectro IMS: nonanona
|
2.4
—
. \ ‘ \
* /formacién CUALITATIVA%grerrggg%gzég;z?‘;wp‘
18 K de la posicion de los picos |
L6 ~ masa molecular -~ __— T
14 /4_
12 E— 5-15ppb
A r'
10

| ]
y J M \
REIEALN I

0.0

& 6.873 a 9 10 11 12 13 14 ms

t ¢ ¢
Pico del mondémero dimero
lon reactante
(HZO)nH+

Figura 3.7. Espectro de la nonanona, los compuestos ionizados dan
seflales caracteristicas en los espectros de IMS.

Un detector de IMS a veces no tiene poder de resolucion
suficiente para separar una mezcla compleja de analitos, tal y
como se observa en la Figura 3.8. Algunos compuestos de esta
mezcla se separan si la masa y forma de los iones es
diferente, pero algunos de ellos pueden migrar al mismo

tiempo.
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(A) (B)

Mapa Topogréfico Mezclade compuestos A- E

CD

Figura 3.8. (A) Mapa topografico de un IMS. Eje y: nimero de espectro;
eje x: tiempo de deriva y eje z: intensidad de cada pico (B) Superposicion
de espectros.

Al acoplar una columna de separacion a un detector de IMS se
aumenta el poder de separacion del IMS al realizarse una
separacion previa de los compuestos a analizar por IMS. En la
Figura 3.9 se muestra cOmo una mezcla de compuestos no
resuelta usando sélo un IMS (todos los compuestos aparecen
al mismo tiempo de deriva) se podrian separar al incluir una
columna de separacidon previa al tubo de deriva. Por otra
parte, dos o0 mas compuestos que migran por la columna al
mismo tiempo (eluyen al mismo tiempo de retencion) se
pueden separar en el IMS si la masa y forma de los iones de la

mezcla es diferente.
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(A) (B)

Figura 3.9. (A) Mapa topogréfico cuando no se acopla una columna de GC
al IMS. (B) Mapa topogréafico de un GC-IMS o MCC-IMS para la misma
mezcla de compuestos. Eje y: tiempo de retencidn; eje x: tiempo de deriva
y eje z: intensidad de pico.

En resumen, de una sola medida en un equipo de GC-IMS o
MCC-IMS se obtienen tres graficos distintos (mapa
topografico, espectro y cromatograma) como se muestran en

la Figura 3.10.

Espectrode IMS

.‘ ah A

L Cromatogramade IMS

IMS signal

en 3D

IMS drift time

Figura 3.10. Conjunto de graficos que se obtienen de un analisis
por GC-IMS
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En la Figura 3.11 se aprecia que el equipo es muy repetitivo
en término del tiempo de deriva, seguido por los valores
obtenidos con respecto al tiempo de retencion. El valor de
desviacion estandar es ligeramente mas alto en términos de

intensidad de pico.

Excelente estabilidad: Mediciones a largo plazo (18 dias) GAS

Analito: Hexanona certificada. Tubo de permeacion 12 ppb: Intervalo 5 min

Conteo de medida: 5138 Dato recuperado por LAV no normalizado

Intensidad del pico/V IMS- Tiempo de deriva /ms GC-Tiempo de retencion/s

_[' -

g0 | =aEl% " g | zaaTe gage | e

Figura 3.11. Valores medios y desviacion estandar de un patréon de
hexanona (12 pg L™).

Debido a las reacciones ion molécula que ocurren en la camara
de ionizacion, una identificacion precisa de una mezcla de
compuestos no es posible con el 100 % de seguridad. El poder
de identificacion aumenta al acoplar este detector de IMS a un
MS. Sin embargo existen bases de datos en las que es posible
identificar una sefial con un compuesto quimico usando los
valores de tiempo de retencion y deriva de cada sefial como se

muestra en la Figura 3.12.
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File Edit Libraries GC-Column

& | @‘ Actions Q‘ | v’x ‘ I'\ | Iﬂ ‘ 0‘ ‘ Click Position RI Rt Dt 737.0 12084  1.5064 203
-

Compound CAS#

0.0 1 EIEM Name Fragment
"Testmix_4_Sub_M1 Elements present/ absent CH S.N.8i
Retention Index RI 787.0 * 20
Drift time / RIPrel 1.5064 * 003
Molecular Weight MW + 999

Skip | | Search |

v E Matches
L4 ﬁ GC Retention Index
v (@ GCxins
v (&5 CUSTOM ov-5.ril
v E 2-Hexanone / C591786 / CBH1201/ 100.2
¥ (& NIST 5proz Phenyl methyl siloxane.ril
v E hexan-2-one / C591786/ C6H120/100.2
|| #9543 Kovats_RI:792 D11.506 D1.1.1899

measurement run [sec]

IMS

&jlH] %

Selection

Count | Com... | CAS# | Form...| MW RI Rt[s.. | Dt[R.. | Com...
1 2-no c82 CaH. 1422 10848 112 18795
2-0ct.. C11 CaH. 1282 9969 48232 17626
2-he.. C11.. C7H.. 1142 8896 22374 16345
SHe CRI CAH 1002 7870 12084 1A0A4

<«

oo

drift time [RIP relative]
Column normalization: C:\WUsers\t. GAS GCxIMS Librany\data\1H1_00038_50.dat

Figura 3.12. Software (GC x IMS Library Search) de la casa comercial
G.A.S. para la identificacion de compuestos.

Adicionalmente, se usO tambien el programa MATLAB (The
Mathworks Ins, Natick, MA, USA, 2007) para realizar el

analisis multivariante.
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3.11. Analisis de datos

Las muestras de quesos y cultivos de BAL analizadas mediante
MCC-IMS o GC-IMS generaron informacién que se proceso
mediante analisis multivariante. Previamente se aplicé un
preprocesado para mejorar la relacién sefal-ruido asegurando
una mejor calidad del analisis. El preprocesado comprendio las
fases de: alineamiento de espectros, eliminacion de la linea de
base, reduccion de ruido mediante el filtrado de datos usando

el filtro de Savitzky-Golay y el centrado de la media.

Inicialmente, las sefales IMS se estudiaron manualmente a fin
de identificar los picos caracteristicos y mas representativos, y
para eliminar sefiales no deseables o anédmalas que pudieran
distorsionar la informacion relevante. Con este fin se comparo6
la similitud de las réplicas y se alinearon los espectros en
relacion al RIP y a una sefial caracteristica. Esta fase es la mas
critica para realizar un andlisis de componentes principales
(PCA), porque si ocurren errores en la alineacion, el PCA no
clasificara las muestras correctamente. El alineamiento se
basa en un ajuste polinGmico de posicion de los picos

observados a la posicion del pico de referencia.

El ajuste a la linea de base permite determinar
adecuadamente el pico de interés e interpretar
adecuadamente los resultados. Es importante tener en cuenta
que los espectros pueden desalinearse por cambios de presion,
temperatura y humedad. En la Figura 3.13 se muestra un
ejemplo de una misma muestra de patrones analizada durante
cinco dias. Las sefales del mismo patron sufren ligeras

variaciones sobre todo en el eje de la y (tiempo de retencion).
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2-Pentanone
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measurement run [sec]

| 2-Butanone

6.0 0 10.0 120
drift time / ms

Figura 3.13. Medida de la mezcla de patrones en 5 dias diferentes. Los
mapas topograficos (C) y (E) evidencian un t, ligeramente mas alto para la
sefial de 2-hexanona observada en el mapa topografico (A).

Para la reduccion del ruido se usoO el algoritmo de Savitzky y
Golay (1964), que realiza una regresion polinbmica para
determinar un valor suavizado para cada punto (dato). Se usé
el filtro con los coeficientes 15,2 para preservar la altura y el
ancho de los picos. La media centrada establece un valor
medio para cada variable. Este valor se restarad de cada dato
para crear una matriz centrada en el medio. Después del
preprocesamiento de datos se procedi6 al analisis multivariado

aplicando el PCA.

La Figura 3.14 resume como se alinean las muestras y se
concatenan los espectros obtenidos a cada tiempo de
retencion para realizar los distintos tratamientos

quimiomeétricos.
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Figura 3.14. Alineamiento de espectros y concatenaciéon de espectros

Como se ha mencionado antereriormente la técnica IMS para
la determinacion 6ptima de VOCs en cualquier tipo de muestra
y particularmente en el queso necesita de métodos
estadisticos multivariantes que permitan relacionar las
variables y considerarlas simultaneamente. Un método comun
para este fin es el PCA. EI PCA es un procedimiento

matematico muy conocido y usado ampliamente para evaluar
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la calidad de productos lacteos a partir de un numero de datos
extenso y complejo. En esta Tesis se usO el PCA para
discriminar entre quesos elaborados con leche cruda vy
pasteurizada y también para discriminar entre cepas de BAL

de interés tecnoldgico.

En la practica, al hacer el PCA, se combinaron las variables
originales interdependientes (como es el caso de la altura de
los picos de las sefales IMS) y se obtuvieron nuevas variables
ortogonales, es decir independientes, no correlacionadas, que
son combinaciones lineales de las variables originales (Cocker
et al., 2005). En el proceso, se descompuso una matriz de
datos con n filas (muestras) y p columnas (variables) en el
producto de una matriz de puntos. Los puntos (scores) son la
posicion de las muestras en el espacio de los componentes
principales (PCs), mientras las cargas (loadings), son las
contribuciones de las variables originales a las componentes
principales PCs (Tistaert et al., 2012). Finalmente, el numero
de componentes principales debe ser mucho menor al numero
de variables originales, facilitando de esta manera Ila
visualizacion y sobre todo el manejo de datos, pues este
analisis estadistico reduce notablemente la dimensionalidad
del espacio sin reducir el numero original de variables y los
datos se pueden interpretar facilmente (Guo et al., 2002;

Cheng et al., 2013).

Cada componente principal explica una cantidad de variacidon
en los datos originales, enumerandolos en orden descendente,
de tal manera que el componente principal uno recoge la
mayor variacion posible y las subsiguientes componentes la
variacion restante. Es deseable que la mayor variacion de los

datos pueda ser explicada por dos o tres componentes.
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Hay dos formas para aplicar un PCA, estandarizando los datos
antes del analisis o usando una matriz de covarianza. En este
caso se usO la segunda opcion, por lo que los datos se
centraron alrededor de la media de una variable particular y es
atil para mantener la relatividad de la variancia de las
variables y permitir usar la informacién obtenida al determinar
volatiles en los quesos y en los cultivos de BAL. Esta forma de
analisis fue utilizada por Cooker et al. (2003) para investigar

protedlisis en quesos.

Los resultados del PCA pueden destacar las relaciones entre
casos (voléatiles de queso con leche pasteurizada y volatiles de
queso con leche cruda) y también dentro de variables y casos
(volatiles de quesos de leche pasteurizada). Los resultados
también pueden demostrar la aparente pérdida de cualquier
relacion (Coker et al., 2005). De ahi que, previo al tratamiento
de datos es importante saber que las variables a considerar
estén altamente correlacionadas, porque en caso contrario, los

resultados del PCA no serian de utilidad.

Finalmente, el PCA, como técnica exploratoria y método no
supervisado, muestra los datos “tal como son”, a diferencia de
un método supervisado que busca  determinadas
caracteristicas dentro de un dato para orientarlo hacia un

problema particular (Kamal et al., 2015).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION
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4. Resultados y discusion

En este apartado se presentan los resultados de los
experimentos disefiados para alcanzar los objetivos planteados

en esta Tesis Doctoral.

Los resultados se describen y discuten en los siguientes

epigrafes:

4.1. Puesta a punto de un método de medida de VOCs usando
HS-MCC-IMS vy la descripcion de mapas topograficos
(asociados a la huella espectral) de quesos de cabra

procesados con leche cruda y leche pasteurizada.

4.2. Determinacion de metabolitos volatiles en quesos de
cabra y las potenciales aplicaciones como marcadores de

maduracion y su evolucion a través del tiempo.

4.3. Analisis de muestras procedentes de cuatro cepas de
BALs, su diferenciacion y la evolucion de VOCs relevantes

relacionados con el crecimiento celular.

4.1. Puesta a punto del método de medida de

compuestos organicos volatiles usando HS-MCC-IMS

Antes de poner a punto el método HS-MCC-IMS se realizaron
ensayos a fin de conocer el comportamiento de los VOCs a
estudiar en el sistema de medida seleccionado. Posteriormente
a la ejecucion de estos ensayos se optimizaron todas las
variables instrumentales que afectan a los resultados de las
determinaciones. Del flujo de trabajo experimental se recogi6

la informacion que se describe a continuacion.
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4.1.1. Seleccion preliminar de senales

En un primer, estudio se compararon las sefiales de los quesos
de oveja y vaca con las que generan los quesos de cabra
objeto de estudio en este trabajo. La inspeccion visual de los
mapas topograficos obtenidos a partir de muestras de quesos
de cabra, oveja y vaca (n total =6) revel6 las sefiales IMS mas
frecuentes y representativas de los VOCs emitidos por estas

matrices (Figura 4.1).

Quesa de cabra (1) 130873 1695 e s Queso de aveja (2] 63 Cuass da vass [3)

130423 _111246AID mba

Retention
time (1)

100-

50

6.0 &0 100 120 60 80 100 120 60 B0 100 i
drift ime / ms

Figura 4.1. Mapas topograficos IMS de 1) queso de cabra con las sefiales
(1, 2, 3, 4 y 5); 2) queso de oveja con las sefales (1_0,2 0,3 0,4 O,
5 0) y 3) queso vaca (V_1). Las sefales indicadas con flechas son
comunes a los 3 tipos de quesos pero difieren en intensidad. El eje x
muestra el tiempo que tarda cada compuesto en atravesar el tubo de
deriva (tiempo de deriva, t; en ms). El eje y corresponde al tiempo de
retencién (t, en s) en la columna multicapilar. La intensidad de cada sefial
expresada en V representa la abundancia de cada compuesto.

Los picos seleccionados (Figura 4.1) se usaron para llevar a
cabo la optimizacion del método. A cada sefial le corresponde
un tiempo de retencion, un tiempo de deriva y una intensidad
expresada en V que, en conjunto, son las caracteristicas MCC-

IMS. El estudio del efecto de cada variable instrumental sobre
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las sefales permitié encontrar las condiciones Optimas para
lograr una mejor sensibilidad selectividad y repetitividad de

respuesta.

Las variables del automuestreador con mayor efecto sobre los
volatiles generados desde los quesos de cabra, vaca u oveja
fueron: cantidad de muestra, temperatura de incubacion,
tiempo de incubacion y volumen de inyeccion. Ademas, entre
las variables instrumentales, se estudiaron la temperatura de
la columna, el caudal del gas portador de la muestra y el
promedio de barrido (“average”). A continuacidon, se describen
los efectos de estas variables sobre las sefales IMS y se
representan algunos de los mapas topograficos o graficas

donde se pueden apreciar dichos cambios.

4.1.2. Optimizacion de los parametros del

automuestreador
a) Cantidad de muestra

La cantidad de la muestra, comprendida entre 0.5 y 3 g, se
establecié considerando la capacidad maxima del vial. Los
resultados demostraron que con valores de 0.5 a 1 g de peso,
las sefales caracteristicas de los quesos de cabra (1), oveja
(2) y vaca (3) se distinguen claramente. La Figura 4.2.
muestra las sefiales de los quesos de cabra. Los resultados
indican que usando 2 y 3 g de queso las sefiales mas débiles
podrian no apreciarse a causa de su superposiciéon con los
compuestos mayoritarios. Ademas, una mayor cantidad de
muestra incrementa la humedad en el espacio de cabeza y la

sefal puede decrecer en algunos casos. Finalmente, se
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selecciond 1 g para asegurar una buena precision en la pesada

de cada muestra.

— - ueso da cabra Alpujarras 0.5
DM |5|r.1_0 PU 9 1g

39
9_1948434100.5 mea 130129_20220041p1 mea 130130_11425880p2mes 29 130130_1 2332041p3 mea

Tiemgo "
de retencidn
(s)

150+

100

Tiemps de deriva (ms)

Figura 4.2. Mapas topograficos del queso de cabra Alpujarras con
cantidades de muestra de 0.5, 1, 2 y 3 g. Se observan cinco sefales
intensas y potencialmente caracteristicas para este tipo de queso. Sefal 1
(ty): 9,063 ms, tiempo de retencion (t,): 10,391 s,. Sefial 2 (t4: 10,278
ms; t.: 14,553 s). Sefal 3 (ty: 10,759 ms, t,: 33,957 s). Senal 4 (tg:
11,898 ms, t,:49,396 s). Seflal 5 (ty: 12,023 ms, t,: 200,380 s). En este
caso las sefnales no cambian en tg, t, o intensidad al variar la cantidad de
muestra.

b) Temperatura de incubacion

La temperatura tiene una gran influencia en la composicion del
espacio de cabeza. Al aumentar la temperatura, incrementa la
presion de vapor en el vial y en consecuencia la concentracion
de soluto en el gas, asi como la intensidad de la sefial IMS. La
temperatura de incubacion de queso de cabra se varid entre
40 y 80°C (Figura 4.3). Se observaron sefiales mas intensas
cuando se calenté la muestra a 60 y 70°C. El valor 6ptimo
seleccionado fue 70°C debido a que permitié obtener picos con
mejor resolucién y las mayores diferencias espectrales entre

los diferentes tipos de quesos analizados.
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Figura 4.3. Mapa topografico IMS de queso vaca (Arzua- Ulloa) expuesto a
diferentes temperaturas de incubacion. La flecha sefiala una mejor
resolucion de sefiales a 70°C.

Las temperaturas de calentamiento de la muestra que estan
bajo el punto de ebullicibn de los VOCs objeto de estudio
pueden impedir la vaporizacion de ellos, al afectar
adversamente el equilibrio del espacio de cabeza. Por el
contrario, las temperaturas extremadamente altas podrian
inducir reacciones quimicas indeseables e interferir con la

matriz (Gursoy et al., 2009).

c) Tiempo de incubacion

El tiempo de incubaciéon se monitorizé durante, 2, 5, 8 y 10
min. En el queso de cabra Alpujarras a los 2 y 5 min la seinal 4
decrece y a los 8 min se evidencia mejor que a los 10 min de
calentamiento (Figura 4.4a), mientras en un queso de vaca
(Figura 4.4b) no se observaron sefiales IMS a los 2 y 5 min,

fijandose el tiempo de incubacién en 8 min.
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Figura 4.4a. Mapas topograficos IMS de queso cabra (Alpujarras) bajo el
efecto de distintos tiempos de incubacién de la muestra.

La sefial 4 (tg: 11,899, t 50,589), a los 10 min de
calentamiento de la muestra presentd una intensidad de 0,7 V,
pero cuando se calentd s6lo 2 min la intensidad descendio a
0,3 V. Aparentemente, no hay diferencia entre calentar la

muestra 8 o 10 min.

Queso de vaca

4 -
=3
-]
(T
T 2 - M Picol
e
I M Pico2
£1 -
Pico3

10 10 8 8 5 5 2 2

Tiempo de incubacién (min)

Figura 4.4b. Efecto de la incubacion de la muestra sobre las sefiales IMS
en un queso de vaca. En el queso de vaca Arzua Ulloa, a los 2 y 5 min de
incubacioén, no se observo el pico 3. Cada tiempo se midié por duplicado.

-134-



d) Volumen de inyeccion

Otro parametro a controlar fue el volumen de inyeccion. Para
optimizarlo se realizaron ensayos con 100 uL, 250 pL, y 500
ML de volumen de muestra. Con 500 pL se observd una
pérdida de resolucién de las sefiales, que se corrigié con 250
ML y con 100 puL, apreciandose una buena resolucion de los
picos. Ademas 100 puL evita la contaminacion del equipo y la
presencia de sefiales residuales o de memoria procedentes de
analisis previos al ensayo actual. La Figura 4.5 representa los
efectos del volumen de muestra sobre la intensidad de las

sefales de un queso de oveja.
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Figura 4.5. Mapa topografico IMS del queso Roncal (oveja), al variar el
volumen de inyeccién de la muestra de 100 a 500 pL.

4.1.3. Optimizacion de los parametros del IMS
a) Temperatura del tubo de deriva

El intervalo de temperatura estudiado fue de 40 a 60°C. En
general, seleccionando las temperaturas mas altas en el tubo
de deriva, se obtuvo la intensidad de la sefial mas alta pero la

resolucidon decrecié. La intensidad de la sefial 1 (pico 1) se
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redujo en un 50% al cambiar la temperatura del tubo de
deriva de 60°C a 40°C (Figura 4.6). Sin embargo, algunas
otras sefales decrecieron en intensidad a 60°C. Teniendo en
cuenta el comportamiento observado en otros quesos y el
compromiso entre la intensidad de la sefial y la resolucién se

selecciond una temperatura de 45°C.

Queso manchego. Efecto de la temperatura del tubo de
deriva sobre la intensidad de la seiial.

3,5 -
3

< 2,5 -
2 B Picol

T 2
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] Pico3

£ 1 -
M Pico4d

0,5 -
M Pico5

0 -

40 40 45 45 50 50 55 55 60 60
Temperatura del tubo de deriva (°C)

Figura 4.6. Efecto de la variacion de la temperatura del tubo de deriva
entre 40°C a 60°C, con incrementos de 5°C.

b) Flujo de gas de muestra

El flujo de gas de muestra se examino para valores entre 10 y
50 mL min™. Este parametro tiene un efecto significativo sobre
la respuesta del sensor. A valores altos de flujo, los VOCs
pueden pasar la columna de separacion y el tubo de deriva
muy rapidamente. A mayor flujo, menor tiempo de retencion
de la los compuestos en la columna. En este caso, el flujo
Optimo seleccionado para obtener el mejor tiempo de analisis

y la mejor resolucién fue de 30 mL min™ (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Mapas topogréaficos IMS de un queso de oveja (Roncal) bajo el
efecto de diferentes valores de flujo de gas portador EPC,.

¢) Flujo del gas de deriva

En un trabajo previo del grupo de investigacion, el efecto del
gas de deriva se examind exhaustivamente en el rango de 100
a 500 mL min™y se observé que el cambio de caudal del gas
en orden decreciente no caus6 disminucion anéloga en la
intensidad de los picos (Garrido-Delgado et al., 2012). Se
escogié 250 mL min™ como valor estandar corroborando la

recomendacion del fabricante del equipo.

d) Promedio de espectros

Los valores promedio del nimero de barridos del espectro se
seleccionaron entre 16 y 32. Con cada uno de estos valores los
datos de tiempo de deriva e intensidad de la sefal fueron muy
similares. Sin embargo, cuando se seleccioné un valor medio
de espectros de 32, los tiempo de retencion disminuyeron,

observandose sefales localizadas en un area espectral mas

-137 -



pequefia, mientras que las mismas sefales ocuparon una area

de mayor tamafo con el promedio 16 (Figura 4.8).

Blanco Queso de cabra (Alpujarras) Average 16 Queso de cabra (Alpujarras) Average 32
130124 _183709B.mea 130124 _185403Alpuj16.mea 130124_191030Apuj16 mea 130125 _103651Alpuj32.mea 130126_105318Apuj32.mea spectrain

=100

20 10,0
drifttime i msec

Figura 4.8. Efecto del promedio de barrido (average) 16 o 32 sobre los
espectros IMS de queso de cabra Alpujarras. En esta figura se muestran
cinco mapas topograficos: (A) blanco (B) y (C) el mismo queso medido con
un valor de “average” de 16 y (D) y (E) medido a 32.

e) Temperatura de la columna

La temperatura de la columna seleccionada fue de 40°C para
asegurar la mejor sensibilidad, resolucion y selectividad de las
sefales IMS caracteristicas del queso de cabra, lo que resulta
de interés para el presente trabajo, aunque las variables
encontradas también se pueden aplicar para el estudio de
quesos de oveja y de vaca dado que muestras de estos quesos
fueron usadas durante el proceso de optimizacion. La Tabla
4.1 resume las variables seleccionadas para el método HS-

MCC-IMS que se usara para analizar quesos de cabra.
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Tabla 4.1. Condiciones experimentales para el andlisis de queso

mediante HS-MCC-IMS.

Condiciones Rango de Variables
iniciales estudio optimas
Sistema de introduccidon de muestra
Espacio de cabeza 20 mL 20 mL
Tiempo de incubacion 10 min 2-10 min 8 min
Cantidad de muestra 1g 0.5-3 g 1g
Temperatura de 60 °C 40-80°C 70°C
incubacion
Temperatura del inyector 80 °C - 80°C
Volumen de inyeccion 100 pL 100-500 pL 100 pL
Velocidad de agitacion 500 rpm - 500 rpm
Columna
Columna multicapilar Semipolar - Semipolar
Longitud de la columna 20 cm - 20 cm
Temperatura de la 40 °C - 40°C
columna
Tiempo de andlisis 20 min 20 min
IMS
Voltaje Positive drift - Positive
drift
30 mL/min 10-50 30
Flujo del gas de muestra
(N> 5.0) mL/min mL/min
Flujo del gas de deriva 250 mL/min 100_5.00 250.
(N, 5.0) mL/min mL/min
Temperatura del tubo de 45 °C 40-60 °C 45 °oC
deriva
Promedio de espectros 32 16, 32 32
Tiempo de retardo 100 ps - 100 ps
NUumero de espectro 1298 - 1298
Longitud del espectro 3000 - 3000
Ancho de la rendija 100 ps - 100 ps
Tasa de repeticiéon 21 ms - 21 ms
Frecuencia de muestreo 150000 Hz - 150000 Hz
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4.1.4. Estudio de precision del método HS-MCCC-1MS

La Figura 4.9 muestra las cinco seflales seleccionadas en un
mapa topografico de una muestra de queso para realizar el
estudio de precision y asi poder evaluar si el método
seleccionado era lo suficientemente repetitivo para realizar los

andlisis estadisticos posteriores.

130423_111846AIp.mea

| .. a
0.00v] 15111

240

200

150

100

eI}

Figura 4.9. Mapa topografico de una muestra de queso de cabra.

La Tabla 4.2 muestra el rango de valores absolutos de la
repetitividad y la reproducibilidad de los tiempos de deriva, de
retencion e intensidad de las sefales marcadas en el mapa
topografico IMS seleccionadas para el estudio. Calculando la
desviacion estandar relativa (RSD) expresada en tanto por
cierto, se obtuvo que en todos los casos los valores fueron
menores al 8%. Este valor esta dentro del rango de 2-20 % en
términos de RSD establecido para equipos que trabajan en un
ambiente de laboratorio. En consecuencia, todos los resultados
indican la robustez del método HS-MCC-IMS propuesto para el
analisis de quesos.
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Tabla 4.2. Precision del método para el analisis de quesos mediante

HS-MCC-IMS.

. Tiempo
Parametro de n de Tiempo de Altura del
estudio L deriva pico

Retencion

Repetibilidad
(%RSD) 9 0.3-2.3 0.3-0.6 1.5-5.6
Reproducibilidad
(%RSD) 9 0.6-2.8 0.4-2.5 2.3-7.7

Los estudios realizados permitieron conseguir las condiciones
instrumentales adecuadas para la determinacion de VOCs del

gueso.

4.1.5. Estudio de mapas topograficos IMS para
establecer las diferencias entre las muestras de quesos

de cabra en base a huellas de VOCs.

Después de obtener las condiciones 6ptimas en el equipo, los
VOCs extraidos de las muestras de queso se estudiaron para
encontrar sefiales que caracterizaran a cada tipo de queso. Las
sefiales mas frecuentes, asi como las sefiales minoritarias dan
una imagen integrada de las diferencias entre los aromas de

los quesos.

Se analizaron diez muestras comerciales de quesos usando el
método optimizado HS-MCC-IMS. La Figura 4.10 muestra los
mapas topograficos caracteristicos obtenidos para los

diferentes quesos analizados.
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Figura 4.10. Mapas topograficos de quesos de cabra (muestras
comerciales). A) quesos hechos con leche pasteurizada y elaboracion
tradicional. B) queso hecho con leche pasteurizada y elaboracion industrial.
C) muestras con leche cruda y procesamiento tradicional.

Como se puede observar, se obtuvieron tres huellas
espectrales diferentes para los quesos de cabra analizados de
acuerdo al tipo de leche usada, leche pasteurizada (Figura
4.10 A, B) o leche cruda (Figura 4.10 C) o el tipo de
elaboracion, sea tradicional (Figura 4.10 A, C) o industrial
(Figura 4.10 B) para la elaboracion de quesos diferentes. Las
seflales marcadas en la Figura 4.10 son comunes a las
muestras de queso de cabra elaborado con leche pasteurizada
de manera tradicional (Tabla 2.1 muestras 1, 2, 3, 5y 7). En
quesos de cabra no-tradicionales (Tabla 2.1 muestras 4, 6 y
10), la sefnal "b" aparece como la sefial mas intensa, y la sefal
“c” aparece aislada de otras sefales en los quesos de

fabricacion industrial y leche pasteurizada, mientras que en

otras muestras esta sefal aparece afectada por interferencias.

En los quesos de leche cruda aparecen otras sefales que no
han sido identificadas en quesos con leche pasteurizada

(Figura 4.10 C, senal “i”). Otra sefal aparece en el queso
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elaborado siguiendo el proceso tradicional (Figura 4.10 A, C;
sefal “e”), mientras la sefal “h” se identific6 s6lo en quesos
elaborados con leche pasteurizada. Las sefales “g”, “gl” y
“g2”, aparecen en los tres tipos de gquesos de cabra que se
destacaron en este analisis y se demostré6 mas intensidad en
los quesos elaborados con leche cruda. También se observé
que la senal “f” y la “d” tenia menor intensidad en los quesos
de leche pasteurizada en relacion con los quesos de leche
cruda. Las muestras de leche cruda con procesamiento
tradicional fueron mas ricas en sefales (Figura 4.10 C) en
contraste con los quesos industriales hechos con leche

pasteurizada (Figura 4.10 A, B).

El numero mas bajo de sefiales IMS observadas en algunas
muestras es coherente con la pasteurizacion de la leche ya
que este tratamiento promueve cambios que afectan a los
VOCs del queso. Esto puede explicarse porque algunas
enzimas endégenas de la leche, como la lipoproteina lipasa,
son inactivadas por durante la pasteurizaciéon, asi como
también la microbiota autdoctona, la cual es también eliminada
parcialmente, con una consecuente reduccibn en la
fermentacion y produccion de reacciones de degradacion que
afectan a los VOCs y al flavour. Los quesos de leche cruda,
generalmente tienen aromas mas intensos y contienen un
grupo mas diverso de compuestos volatiles que los quesos
hechos de leche pasteurizada (Rodriguez-Alonso et al., 2009).
Las huellas espectrales complejas obtenidas de IMS han sido
analizadas wusando wuna técnica de andlisis de datos
multivariante no supervisada conocida como PCA. Esto
describe el patron sistémico de variacion entre las muestras.
El PCA se aplic6 para comprobar la posibilidad de diferenciar
subtipos entre los quesos de cabra basados en sefales IMS
asociados al tipo de leche. En la Figura 4.11 se puede observar
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que dos agrupaciones formadas (A + B, C) han discriminado
quesos elaborados con leche pasteurizada de quesos

elaborados con leche cruda (Figura 4.11, muestras 8 y 9).

Bpasteurizada  mCruda -
Componentes principales

T T T T

-1.0 0.0 1.0
PC_1[50%]

Figura 4.11. Grafica de PCA representando PCA2 vs PCA1l. Los niameros

del 1 al 10 corresponden a muestras comerciales de quesos de cabra.

Adicionalmente, el grupo A contiene muestras elaboradas con
leche pasteurizada y procesamiento industrial; el grupo B
muestras de quesos de leche pasteurizada y procesamiento
tradicional; mientras el grupo C incluye muestras de leche
cruda y procesamiento tradicional. De esta manera, el PCA
indica que las diez muestras analizadas por duplicado no
fueron agrupadas al azar. Los quesos elaborados con leche

cruda o pasteurizada tuvieron una separacion significativa.

Las muestras también mostraron similitudes o dis-similitudes

de sefales IMS, de acuerdo a su tipo de elaboracion
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(tradicional o industrial). Las muestras de elaboracion
industrial (Figura 4.11 grupo A, muestras 4, 6, y 10)
mostraron patrones muy similares, con tendencias a la
estandarizacion, debido probablemente al uso de cuajo
comercial. Asi mismo, se ha descrito que la pasteurizacion
puede destruir algunos VOCs asociados con alimentos
ingeridos por las cabras (Horne et al., 2005), reduciendo su
influencia en los VOCs del queso. Por el contrario, después del
tratamiento térmico, pueden aparecer nuevos compuestos. El
agrupamiento observado en los quesos del grupo B (Fig. 4.11,
muestras 1, 2, 3, 5 y 7) fue coherente con los volatiles
comunes producidos por comunidades microbianas
establecidas después de la pasteurizacion y por el efecto de

practicas involucradas en la elaboracion de queso tradicional.

La muestra 5 mostré6 un agrupamiento irregular
probablemente debido a informacion no incluida en la etiqueta
comercial. Es posible que el procesamiento tradicional en este
caso, involucre algun paso del procesamiento industrial. Se
esperaba que esta muestra se situara proxima a la muestra 2
por su origen geografico (Islas Canarias). Sin embargo, las
distancias indican también diferencias entre quesos de leche
de un mismo origen. De acuerdo con Guillén y Abascal (2012),
hay muchos factores que podrian contribuir a una distribucion
diferente de los VOCs en quesos similares. De hecho, estos
autores en un estudio sobre los compuestos volatiles de un
queso madurado durante dos meses, encontraron una
distribucion distinta de volatiles en cada estrato de la masa del
queso, lo cual atribuyeron al origen de los VOCs, a las
condiciones de su formacién, a sus grupos funcionales,
factores que a la vez se asocian a la ecologia microbiana, a

reacciones quimicas e incluso a efectos fisicos.
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Finalmente, el agrupamiento demostrado por los quesos
marcados como 8 y 9 (Figura 5, grupo C) puede ser atribuido
al procesamiento del queso tradicional con leche cruda. Se ha
descrito ampliamente que, la microbiota de la leche a la que
se le atribuye la formacion de VOCs, puede ser influida por la
manera tradicional de fabricacién del producto, asi como a las
destrezas de los maestros queseros. De acuerdo a Montel et
al. (2014), aspectos tales como la inoculacion, combinaciones
de cultivos iniciadores, equipamiento de la lecheria, las
practicas usadas y los cultivos de suero, proporcionan
poblaciones activas de microorganismos que estan
involucrados en la singularidad de los VOCs de quesos de
leche cruda que definen este agrupamiento. Todos estos
factores diferentes podrian explicar el agrupamiento por PCA

debido al tipo de leche y procesamiento de quesos de cabra.

4.2. Determinacion de VOCs de quesos de cabra
mediante HS-MCC-IMS con potencial uso como

marcadores de maduracion y su evolucion en el tiempo

El proceso de maduracion de un queso genera cambios en la
matriz alimentaria, que contribuyen al flavour tipico de este
producto. El control de esta fase de elaboracion es critica para
definir entre un producto perfecto en aroma y sabor de otro
con defectos por olores andmalos. Ademas, esto tiene
implicaciones en la inocuidad alimentaria, debido a que el
tiempo minimo de 60 dias de maduracion controla a
potenciales patdégenos, hecho determinante, por ejemplo, para
permitir el uso de leche cruda en este tipo de productos,
segun la legislacion espafiola. Por todo esto, en este trabajo se
buscaron metabolitos volatiles que fueran marcadores

potenciales de la maduracion de quesos de cabra tradicionales,
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al evidenciar el aumento de la intensidad de una sefal a través

del tiempo.

La Figura 4.12 muestra la evolucion de compuestos volatiles
(marcados con las letras de la “a” a la “g”), incluyendo el
butanoato de etilo, a partir de cinco muestras de queso de
cabra con diferentes dias de maduracién, durante los tiempos
de maduracion estudiados (60, 150, 180, 210, 240 y 270
dias).

Reliatson
e ()

it timee {ma)

Figura 4.12. Mapas topograficos del queso C1 elaborado con leche cruda
de cabra durante el proceso de maduracion (A) 60 dias, (B) 150 dias, (C)
180 dias, (D) 240 dias y (E) 270 dias. a: butanoato de etilo, b:1-hexanaol,
c: butanoato de propilo, d y e: sefiales no identificadas, f y f: trans-2-
heptenal (mondmero y dimero respectivamente), g y g': 2-nonanona
(correspondiente a mondmero y dimero).

Los niveles mas altos de butanoato de etilo se detectaron a los
240 dias. Compuestos como: butanoato de etilo, 2-nonanona,
1-hexanol, butanoato de propilo, trans-2-heptanal y octanal,
se identificaron en algunas de las muestras de queso de cabra
analizadas durante los tiempos de maduracidon especificos

usando el método HS-MCC-IMS optimizado.

También se detectaron 2-butanona y 2-butanol, pero estos
compuestos mostraron sefiales cerca de otras sefales

interferentes lo cual dificultdé el analisis cuantitativo. La
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sensibilidad del método propuesto para la determinacion
selectiva de seis compuestos identificados en muestras de
quesos se estudid calculando los limites de deteccion y

cuantificacion (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Limites de deteccién y cuantificacion de los compuestos
identificados.

Compuesto volatil Limite de deteccion Limite de cuantificacion
Identificado (mg Kg™) (mg Kg™)
Butanoato de etilo 0.025 0.084
Butanoato de propilo 0.03 0.1
1-Hexanol 0.15 0.5
t-2-Heptenal 0.1 0.4

Octanal 0.8 2.6
2-Nonanona 0.4 1.3

De los seis compuestos identificados en las muestras de
queso, solo algunas sefales mostraron una evolucion regular
de acuerdo al tiempo de maduracion (butanoato de etilo,
octanal y 2-nonanona), mientras que otros compuestos no
cambiaron de esta manera, aunque mostraron crecimientos o
decrecimientos a lo largo del tiempo de maduracion (Figura
4.13).
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Figura 4.13. Evolucion de VOCs en quesos elaborados con leche cruda de
cabra, durante 60, 150, 180, 240 y 270 dias de maduracién, ni: no
identificado, m: mondémero, d: dimero.

También se demostré que el butanoato de propilo se presenta
ocasionalmente, en particular tras 240 dias de maduracion.
Ademas, algunas sefiales no identificadas (Figura 4.13,
sefales “d” y “e” también mostraron una evolucion durante el

tiempo de maduracion.

Finalmente, aunque otros compuestos (1-octen-3-ol, 2-metil
butanol, hexanal, decanal) fueron identificados por el método
optimizado, no se detectaron en los quesos de cabra
analizados en este trabajo, aunque otros autores los han
detectados en otros tipos de queso (Husson et al., 2005;

Palencia et al., 2014; Marilley y Casey, 2004).
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4.3. Analisis de muestras de cuatro cepas de BAL por

HS-GC-IMS

En los quesos madurados, el desarrollo del aroma resulta de la
actividad metabdlica de la microbiota dominante, compuesta
mayormente por BALs. Este grupo bacteriano se caracteriza
por su alta diversidad, lo que se traduce en buenas
posibilidades para ampliar y diversificar el aroma y sabor de
un queso (Steele et al., 2013). En la practica, la adicion de un
cultivo seleccionado de BALs a leche pasteurizada podria
recrear el aroma/sabor de un queso tradicional elaborado con
leche cruda (Mills et al., 2010). De igual manera, la adicién de
un nuevo cultivo de BALs a un cultivo no iniciador puede
complementar rutas metabdlicas que conduzcan a una mayor

intensidad de dicho aroma/sabor.

En general, este aspecto establece la importancia de
seleccionar cepas de BAL para usarlas como cultivo iniciador o
no iniciador, y el interés de encontrar y caracterizar nuevas
cepas de utilidad tecnoldgica, donde es crucial la producciéon
de aroma, por lo cual se sugiere que ésta puede ser la primera
caracteristica a determinar en bacterias con potencial para la

produccion de queso.

Para optimizar recursos, la busqueda puede iniciarse con el
tamizaje de cepas nuevas tomando como modelos los perfiles
aromaticos de aislamientos previos, purificados y analizados
por IMS. En este contexto, el experimento se enfocé en primer
lugar a la discriminacion de 4 cepas estandar de BAL. Para el
cumplimiento de este objetivo, se desarrollaron las actividades

que se discuten a continuacion.
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4.3.1. Determinacién de compuestos organicos volatiles

de las cepas de referencia de BAL

Los mapas topograficos representativos que se aprecian en la
Figura 4.14 fueron generados a partir de cuatro cepas
diferentes de BAL (L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L.
lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris) analizadas
mediante GC-IMS.

Retention Time (s)

Retention Time (s)

Figura 4.14. Mapas topograficos IMS correspondiente a GC-IMS. Sefales
detectadas en LC: L. casei, LPP: L. paracasei subsp. paracasei, LLL: L.
lactis subsp. lactis y LLC: L. lactis subsp. cremoris. Eje x: tiempo de deriva
en ms; Eje y: tiempo de retencién en s. La intensidad de la sefial (V) se
aprecia por el area y color de la sefial IMS. Los VOCs identificados fueron:
(a2) 2-butanona dimero, (bl) 2-pentanona monémero, (b2) 2-pentanona
dimero, (cl) 3-metil-1-butanol monémero, (c2) 3-metil-1-butanol dimero,
(d1) 2-heptanona mondémero, (d2) 2-heptanona dimero. RIP: pico del ion
reactante.
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Del estudio realizado a las sefales obtenidas al analizar las
cuatro BAL se puede afirmar que las dos cepas de
Lactobacillus (Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei) presentaron huellas espectrales similares.
Los compuestos que permitieron la diferenciacion entre las dos
cepas de Lactobacillus, de acuerdo a la intensidad de sus
senales IMS, fueron: 2-butanona, 2-pentanona, 2-heptanona y
3-metil-1-butanol. Estos cuatro analitos se identificaron

calculando la movilidad reducida de cada uno (Tabla 4.4).

Las cepas de Lactococcus también se analizaron bajo las
mismas condiciones y soOlo se identificaron 2-butanona y 3
metil-1-butanol. Los VOCs detectados a partir de Lactococcus
mostraron diferente intensidad de sefial en cada cepa.
Ademas, se observé que los metabolitos aparecen como
monomeros y dimeros en los mapas topograficos de GC-IMS
(Figura 4.14). En algunos casos, el monémero de 2-butanona
aparecié en una region junto a otras sefales, siendo muy
dificil identificar esta sefial claramente y por esta razén los
datos no se incluyeron en la Tabla 4.4. La formacion de
dimeros junto a mondmeros fue previamente descrita por

Borsdorf y Eiceman (2006).

4.3.2. Evolucion de VOCs producidos por cepas de

referencia de BAL durante su crecimiento

Para demostrar que la 2-butanona, 2-pentanona, 2-heptanona
y el 3 metil-1-butanol se producen por el metabolismo de
BALs, se controlaron estos VOCs durante el crecimiento
bacteriano y se pudo observar que la intensidad de sus
sefales varido a través del tiempo de cultivo (24-30 h) para

cada bacteria estudiada. La evolucion de los VOCs producidos.
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Tabla 4.4. Identificacion de VOCs en cepas de referencias de BAL usando GC-IMS

Compuestos

Lactobacillus casei

Lactobacillus paracasei subsp.

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. cremoris

paracasei
Valor medio K, mondémero dimero mondémero dimero mondémero dimero mondémero dimero
mondémero dimero ty t, ty t, ty t, ty t, ty t, ty t, ty t ty t
2-butanona ~ 1,72 ~ B 9.44 100.72 ~ ~ 9.42 98.32 ~ ~ 9.51 100.7 B B 9.42 100.98
+0.01 +0,03 +0,96 +0,03 +0,36 +0,05 +0,9 +0,05 +1,05
2-pentanona 1.93 1.56 8.40 144.96 10.39 147.33 8.45 146.16 10.39 148.51 B B ) B ) ) B )
p +0.01 +0 +0,03 +1,79 +0,03 +0,05 +0,04 +1,58 +0,05 +0,65
3-metil-1- 1.72 1.31 9.29 196.39 11.29 198.77 9.34 197.88 11.36 195.89 9.29 197.58 11.32 199.97 9.29 197.58 11.32 197.58
butanol +0.01 +0 +0,04 +1,76 +0,03 +1,26 +0,05 +0,98 +0,08 +1,00 +0,06 +2,72 +0,02 +1,26 +0,0 +1,04 +0,03 +0,99
2-heptanona 1.75 1.43 9.42 607.76 | 12.42 607.76 9.50 611.35 12.42 610.15 B B ) B ) ) B )
+0.01 +0 +0,03 +2,45 +0,05 +1,26 +0,05 +1,26 +0,02 +1,61

ty: tiempo de deriva en ms; t;: tiempo de retencion en s; K,: movilidad del i6n reducida en cm?.
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por las BAL estudiadas durante diferentes fases de crecimiento
se demuestra en la Figura 4.15. Las sefales GC-IMS emitidas
por BALs durante el tiempo de cultivo revelaron metabolitos
volatiles liberados por células bacterianas. Estos compuestos
estan asociados con cambios de concentracion en la

produccion de biomasa.
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Figura 4.15. Evolucion de VOCs emitidos por (A) Lactobacillus casei, (B)
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, (C) Lactococcus lactis subsp lactis
y (D) Lactococcus lactis subsp. cremoris en caldo MRS. m: monémero, d:
dimero. Intensidad en V se corresponde con la intensidad de las sefales
IMS de cada compuesto identificado en cada BAL (Figura 4.14).

En el caso de Lactobacillus casei (Figura 4.15 A), la 2-
butanona y el 3-metil-1-butanol mostraron la misma tendencia
ascendente con un moderado incremento durante el periodo
estudiado. La 2-butanona mostré valores mas altos que el 3-
metil-1-butanol, 2-pentanona y 2-heptanona y también

mostraron una tendencia similar, con un incremento alto en
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los valores de intensidad después de 20 horas de incubacion.
El valor mas alto de intensidad (2 V) fue alcanzado por la 2-

pentanona y la 2-heptanona después de 30 h de incubacion.

La evolucion del Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
(Figura 4.15 B) mostré una tendencia muy similar para 3-metil
1-butanol, 2-pentanona y 2-heptanona. Los 2 dudltimos
compuestos alcanzaron practicamente los mismos valores.
Para esta bacteria también alcanzé los valores mas altos la 2-

butanona.

En el caso de Lactococus lactis subsp. lactis (Figura 4.15 C),
se identificaron so6lo dos sefales: 2-butanona y 3-metil-1-
butanol. La cinética del cultivo indicé que los dos compuestos
alcanzaron casi 1 V de intensidad antes de la primera hora.
Los dos compuestos presentaron su maxima intensidad (1.2 V)
a las 7 horas y permanecieron con este valor practicamente

hasta el final del experimento.

En el caso de Lactococcus lactis subsp. cremoris (Figura 4.15
D), se identificaron los mismos VOCs como aquellos
encontrados en Lactococcus lactis subsp lactis. Sin embargo
los valores mas altos se alcanzaron mas tarde (a las 15.5 h) y
ambos compuestos alcanzaron exactamente los mismos

valores durante practicamente toda la experiencia.

En resumen, se puede decir que las cepas de Lactococcus y
Lactobacillus en fermentaciones lacticas producen acidificacion
y actividades proteoliticas relacionadas con la produccién de
flavour. La protedlisis es el primer proceso bioquimico
involucrado en la degradacion de substratos y puede dar
compuestos tales como 3-metil-1-butanol, mientras la lipdlisis

genera compuestos tales como: 2-butanona, 2-pentanona y 2-

- 156 -



heptanona. En este estudio, el substrato fue el medio de

cultivo selectivo.

La Figura 4.16 A muestra las tendencias del crecimiento de
Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei subsp. paracasei.
La produccién de biomasa y actividad bioquimica a través del
tiempo puede observarse por cambios en la densidad 6ptica
(ODs40 nm) de los cultivos. La medida de la actividad Optica
ayuda a obtener evidencia cualitativa acerca del
comportamiento cinético de la bacteria en un proceso
fermentativo, siendo el comportamiento sélo una estimacion.
En este caso, permite conocer el estadio de maxima actividad
con respecto a la emision de metabolitos volatiles. Como se
describi6 ampliamente en todos los casos, el crecimiento de
las BAL sigue una curva exponencial, como se ha visto en
Lactobacillus casei. Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
sin embargo, s6lo muestra crecimiento exponencial y fase

estacionaria.

Los VOCs descritos durante el crecimiento de Lactobacillus
casei (Figura 4.14 A) reflejan un alto incremento de 2-
pentanona y 2-heptanona durante la fase estacionaria. En
contraste, los VOCs producidos por Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei (Figura 4.14 B) parecen ser independientes

del crecimiento celular a través del tiempo.

La Figura 4.15 B muestra a Lactococcus lactis subsp. lactis y
Lactococcus lactis subsp. cremoris crecer durante el tiempo de
estudio. Lactococcus lactis subsp. lactis muestra una fase
estacionaria después de 15 h (Figura 4.14 C). Esto es
coherente con la produccion de 2-butanona y 3-metil-1-
butanol (Figura 4.14 D), cuya produccion se incremento

rapidamente durante esta fase.
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Fig. 4.16. (A) Evolucion del crecimiento celular de Lactobacillus casei (LC)
y Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (LPP). El crecimiento celular fue
controlado determinando la ODss .m del caldo de cultivo. Los datos
representan el promedio de dos experiencias independientes. (B)
Evolucién del crecimiento celular de Lactococcus lactis subsp. lactis (LLL) y
Lactococcus lactis subsp. cremoris (LLC). (C) Evoluciéon del pH de
crecimiento de cultivos de BAL a 25°C. LC (Lactobacillus casei), LPP
(Lactobacillus paracasei subsp. paracasei), LLL (Lactococcus lactis subsp.
lactis), LLC (Lactococcus lactis subsp. cremoris).

En el caso de Lactococcus lactis subsp. cremoris, el primer
incremento significativo (a 1 V) fue durante la fase

logaritmica, mientras el otro incremento (3 V) se observod
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durante la fase estacionaria. Las cepas de Lactococcus y
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei inician el crecimiento
sin una fase de latencia pero Lactobacillus casei muestra una
fase de Ilatencia, aunque todos Ilos cultivos fueron
estandarizados a la misma densidad celular. Esto puede
deberse a las condiciones fisiolégicas de L. casei, que puede
presentar una actividad metabdlica mas baja comparada con

otras cepas.

En resumen, las sefales IMS emitidas por BALs durante su
cultivo revelan claramente cambios en la producciéon de
metabolitos volatiles liberados por las células. Conclusiones
similares fueron obtenidas por Maddula et al., (2009). Ellos
confirmaron que los metabolitos volatiles producidos por
Escherichia coli fueron productos asociados con la
biodegradacion de substratos suministrados por el medio de
cultivo, y su concentracion podria incrementar en paralelo al
crecimiento celular. Una tendencia similar se puede observar
en Lactobacillus y Lactococcus. Ellos también reportaron que
los cambios en concentraciéon de compuestos volatiles durante
el crecimiento bacteriano pueden ser debidos a la variacion de
actividad en las rutas metabdlicas, cambios en la solubilidad y
volatilidad de los analitos en el medio de cultivo, aunque
probablemente esté mas correlacionado con el incremento de

biomasa.

En esta experienca se ha encontrado que la produccion de 2-
butanona y 3-metil-1-butanol por Lactobacillus y Lactococcus
sigue la tendencia del crecimiento bacteriano durante el
estadio de adaptacion (L. casei) y las fases exponencial y
estacionaria de la curva de crecimiento (Figuras 4.16 A y B).
De esta manera, y en general, los metabolitos de las BAL

aumentan al principio del crecimiento exponencial, sin cambiar
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cuando se alcanza la fase estacionaria. En contraste, la
produccion de 2-pentanona y 2-heptanona por parte de
Lactobacillus casei mantiene una intensidad constante de
sefal, aumentando a las 21 h (Figura 4.14 A), y demostrando
que la ruta involucrada no depende enteramente del
crecimiento celular. También, en su defecto, puede ser debido
a que la fase lag afecta a la velocidad de crecimiento. El final
de la fase exponencial empieza mas tarde en el tiempo y los
metabolitos también aumentan su concentracion a este ritmo.
Los diferentes perfiles de VOCs emitidos por cepas de
Lactobacillus y Lactococcus, sugieren que el crecimiento
bacteriano no explica todo el proceso que podria estar
implicado en la produccion de estos metabolitos por BAL en el
medio de cultivo, a lo cual ya han hecho referencia otros

autores (Maddula et al., 2009).

La Figura 4.16 C muestra la evolucion del pH durante el cultivo
de las BAL. Se aprecia un decrecimiento de los valores iniciales
de pH durante 24 h, de 6 a 3.57 (Lactobacillus casei), 3.86
(Lactobacillus paracasei subsp. paracasei y Lactococus lactis
subsp. lactis), y 4.7 (Lactococus lactis subsp. cremoris). La
acidificacion del medio indica la rapida utilizacion de
carbohidratos con la acumulacion de acidos lactico y aceético. A
pH bajo (como 4.6), el metabolismo de fermentacion de las
hexosas se complementa con la utilizacion de aminoacidos, lo
cual es favorable para la produccibn de aroma en quesos
madurados durante un largo periodo (Gerrit et al., 2005;
Ganzel, 2015).

En la elaboraciéon de queso son criticos el grado y la velocidad
de descenso del pH. El pH afecta de manera importante al
control de la humedad, la retencion de los coagulantes, la

pérdida de minerales y las interacciones electroquimicas entre
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las moléculas de proteinas. Todos estos factores afectan al
desarrollo del flavour y a las propiedades fisicas (textura y

cuerpo) de los quesos (Hou et al., 2017).

4.3.3. Discriminacion de cepas mediante el analisis de

componentes principales

El potencial del método GC-IMS para identificar diferentes
BALs puede destacarse usando un analisis global (incluyendo
todos los datos en la region de deriva de 8 a 14 ms y tiempo
de retencién de 90 a 650 s) del mapa topografico de cada
muestra (Figura 4.14). Los datos usados para construir el PCA
se obtuvieron incubando las BAL a 35°C. Los datos se

normalizaron con respecto al area del pico del ion reactante.

De acuerdo a la Figura 4.17 A, las muestras de referencia de
las BAL pueden ser categorizadas en cuatro grupos diferentes.
Los dos primeros componentes explicaron el 82.06% de la
varianza; el componente PC1l contribuyé con 54.75% vy el

componente PC2 con el 27.31%.

Las huellas de Lactococcus fueron claramente diferentes, como
se demuestra en los grupos C y D de la Figura 4.17 A. La
diferencia entre los grupos A y B (Lactobacillus) no fue tan

clara como en el caso de Lactococcus.

Los Lactobacillus se diferenciaron méas claramente cuando un
andlisis de compuestos marcadores o “target analysis”
(usando los datos de las areas de 20 sefales asignadas en el
mapa topografico de las cepas de referencia de BAL) para

construir el PCA.
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Figura 4.17. (A) PCA de las cepas de referencia de BALs usando la
informaciéon de la region espectral de tiempo de deriva de 8 a 14 ms y
tiempo de retencién de 90 a 650 s. PCA construido con el software Matlab.
Se han dibujado elipses alrededor de (A) Lactobacillus casei, (B)
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, (C) Lactococcus lactis subsp.
lactis, (D) Lactococcus lactis subsp. cremoris. (B) PCA usando los datos de
las areas de veinte picos del mapa topografico de las BAL de referencia.
Este PCA se construyé con el software LAV. Se han dibujado elipses
alrededor de (A) Lactobacillus casei, (B) Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, (C) Lactococcus lactis subsp lactis, (D) Lactococcus lactis subsp.
cremoris.
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Este PCA (Figura 4.17 B) demostré que el 88% de la varianza
de los datos fue explicado por los dos primeros componentes
con valores propios = 1 (Tabla 4.5). Las variables altamente
ponderadas bajo PCl1 y PC2 con el peso mas alto de los
factores de carga fueron bl (2-pentanona monémero), b2 (2-
pentanona dimero), cl (3-metil-1-butanol monémero), d1 (2-
heptanona mondmero) y d2 (2-heptanona dimero). PC1 puede
explicar algunas diferencias entre cepas de Lactobacillus y
Lactococcus cuando estas BAL producen metabolitos volatiles

bajo las condiciones de este estudio.

Tabla 4.5. Resultados del PCA de las sefiales GC-IMS seleccionadas

PC1 PC2
Valores propios 3.244 2.888
% de varianza 50 38
% acumulativo 50 88
Sefales GC-1MS Factor de carga
seleccionadas
a2: 2-butanona (d) -0.199 0.875
bl: 2-pentanona (m) 0.013 -0.904
b2: 2-pentanona (d) 0.944 0.256
c1l:3-metil-1-butanol (m) 0.146 0.921
c2: 3-metil-1-butanol (d) -0.599 0.614
d1:2-heptanona (m) 0.985 0.096
d2: 2-heptanona (d) 0.982 0.084

(m) mondémero, (d) dimero. Las variables en negrita son los pesos mas
altos del factor de carga, es decir, los metabolitos que contribuyen a la
separacion.

En contraste, PC2 muestra Lactobacillus agrupados en (A),
separados claramente de los grupos (B), (C) y (D). Las
disimilitudes entre los grupos (C) y (D) estan en concordancia
con otras caracteristicas taxondmicas que clasifican
Lactococcus lactis en subspecies, entre ellas Lactococcus lactis

subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris (Nomura et
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al., 2006). Los metabolitos volatiles son también considerados
como caracteristicas fenotipicas de Lactococcus lactis.
Ciertamente, los perfiles volatiles de GC-IMS de estas cepas
comparten los mismos compuestos volatiles pero difieren en la
intensidad de las sefales. Estas también difieren en su
evoluciéon durante el crecimiento de los cultivos. La posibilidad
de distinguir las huellas entre subespecies de Lactococcus

lactis amplia el significado de estos resultados.

Se deberia tener en cuenta que el género Lactobacillus es
taxonémicamente complejo; sus especies (sobre 170) no se
pueden diferenciar facilmente de acuerdo a sus propiedades
fenotipicas (Goldstein et al., 2015). Sin embargo, este estudio
presenta la posibilidad de discriminar Lactobacillus casei de
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, de acuerdo a sus

huellas espectrales.

El presente estudio comprendié una aproximacion de caracter
exploratorio y descriptivo a la composicion de metabolitos
volatiles de las cepas de BAL sometidas a ensayo. Puede
aplicarse a un tamafio de muestra mas grande y que incluya
aislamientos de BAL de origen distinto al lacteo. Como se ha
descrito, 2-butanona, 2-pentanona, 2-heptanona y 3-metil-1-
butanol son compuestos del aroma/sabor elaborados por BAL
y encontrados en el perfil aromatico de un importante numero

de guesos.
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4.4. Valoracion del uso de la IMS en matriz quesera

Los resultados expuestos evidencian que los VOCs del queso, y
los metabolitos volatiles de las cuatro cepas de BAL
consideradas de interés tecnoldgico son susceptibles de
estudio aplicando los sistemas HS-MCC-IMS y HS-GC-IMS. Se
establece la importancia de los resultados encontrados en los
ambitos de control de calidad del queso y de la microbiologia,
esto ultimo por la viabilidad de realizar busquedas de nuevos
aislamientos de BAL con potencial biotecnoldégico para la
industria del queso.

Los resultados definen que es posible abordar el estudio del
flavour del queso con la contribucion de la Espectrometria de
movilidad idnica. Los ensayos exploratorios demostraron la
diferenciacion entre quesos de cabra elaborados con leche
cruda y leche pasteurizada en base a sefales especificas
particulares que conforman la huella espectral de cada tipo de
queso.

También se ha identificado el butanoato de etilo como
marcador de maduracion en quesos de cabra elaborados
artesanalmente. En este sentido, en base a la inspeccion visual
sistematica de mapas topograficos IMS de distintas muestras
de quesos tomadas de locales comerciales y de quesos de
cabra de elaboracion tradicional provenientes de distintos
lotes, se encontré que es posible usar sefales especificas para
verificar la consistencia de los productos en cada lote de
elaboraciéon, o segun el tipo de queso.

Asumiendo que las sefales mas frecuentes representan la
peculiaridad de un queso, dichas sefiales se caracterizaron
mediante el tiempo de retencion y el tiempo de deriva. Este
ultimo es un parametro importante para calcular la movilidad

ibnica y poder identificar compuestos desconocidos junto con
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el tiempo de retencidn. Aunque, con el fin de poder comparar
sus resultados y para minimizar los efectos de presion y
temperatura ambientales sobre el equipo, las medidas
mencionadas suelen expresarse también como movilidad
reducida.

De esta manera, se aprecié que los distintos tipos de queso
presentan una diversidad de metabolitos volatiles
conformando una variedad de perfiles, y se ratificO que los
quesos, dentro de una variedad particular, muestran perfiles
similares, mientras que un solo queso puede revelar su propio
perfil, como en el caso de los quesos tradicionales. Sin duda,
estos perfiles provienen de la actividad de la microbiota
presente y los factores externos e internos que influyen en el
proceso.

Los cambios en los patrones de sefales resultan de especial
interés en la tecnologia del queso debido a que los metabolitos
volatiles, al formar parte del sabor y aroma, y al
caracterizarlo, definen la calidad de este producto en lo que a
la composicion de volatiles se refiere. Efectivamente, se
espera que un perfil de volatiles resultante de un analisis por
IMS también sea caracteristico de un queso, como ya se ha
evidenciado en este trabajo. Cualquier disconformidad
respecto al patron esperado puede alertar sobre la presencia
de aromas anémalos procedentes de contaminantes quimicos
0 de la actividad de microorganismos indeseables.

Las sefales IMS detectadas en treinta quesos distintos
conformaron huellas similares para algunos grupos, lo que
sugiere que son parecidos respecto a criterios de composicion
y calidad que, a su vez, son determinados por los eventos
bioquimicos asociados a los procesos de elaboracion.

En este trabajo se comprobdé que el perfil aromatico de un

queso, determinado por IMS, resulta caracteristico de cada
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tipo particular siendo posible identificar los metabolitos
volatiles y compuestos aromaticos que definen su aroma y
sabor natural, algo contrastado por Zuljan et al. (2016).
Ademas, el perfil aroméatico de un queso puede estar
conformado por compuestos volatiles muy representativos, de
impacto en el aroma o al contrario, con compuestos con poco
0 ningun significado para el flavour (Curioni y Bosset, 2002;
Delgado et al., 2011). Pero en todo caso, los compuestos
volatiles estan ligados a un significado y utilidad practica.
Efectivamente, los metabolitos volatiles pueden determinar la
calidad de un queso y contribuir a la estandarizacion de los
quesos a través de un mejor control del proceso (Barron et al.,
2005; Fox y Wallace, 1997; Mullet et al., 1999).

Como ya hemos mencionado, la GC acoplada a detectores
convencionales (como los de ionizacion de llama o MS) es la
técnica de referencia para el andlisis de compuestos volatiles.
En el queso, este analisis siempre fue problematico debido a la
complejidad de las muestras y a la naturaleza de los analitos,
a la baja concentracion de algunos analitos de interés y a sus
interacciones. En el presente trabajo, hemos defendido el uso
de la IMS como opcidon para la investigacion analitica del
aroma, permitiendo avanzar estudios sobre su desarrollo en
nuevos productos, o resolver problemas en la industria del
queso incluso sin la necesidad de caracterizar el perfil
completo de compuestos volatiles presentes en una muestra,
haciendo solamente uso de metabolitos marcadores. Sin
embargo, el estudio instrumental del aroma no descarta
incorporar estudios de evaluacion sensorial, necesarios en
muchos otros aspectos, relacionados fundamentalmente con
estudios de aceptabilidad y analisis comparativos, entre otras

muchas e importantes aplicaciones.
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Frente a la GC-MS, la IMS resulta una alternativa adecuada
para el analisis del aroma del queso, y de control de la
actividad de BAL en la producciéon de compuestos volatiles. La
IMS es un instrumento simple, portatil, de menor coste y
excelente sensibilidad que puede cubrir la necesidad actual de
disponer de métodos analiticos simplificados con suficiente
velocidad de respuesta y fiabilidad de resultados. Todo esto se
resume en las Tablas 4.6 (A y B). La técnica IMS, su
instrumentacion, sus bases y aplicaciones han sido ya
expuestas en el primer capitulo de esta Tesis.

En el presente trabajo se ha usado la técnica IMS usando un
tubo de deriva lineal acoplado a un mdodulo de extraccion de
volatiles por espacio de cabeza y con el acoplamiento de una
columna de separacidon para mejorar la selectividad del IMS.
La preseparacion usando columnas (MCC o GC) es importante
porque permite obtener informacion adicional para la
identificaciobn de los analitos a partir de los tiempos de
retencion (Vautz et al., 2006) y evita también el agrupamiento
de iones en la cAmara de ionizacion. El HS aporta una mejora
de la selectividad del IMS a través de la seleccion de la
temperatura para que el analito pase a la fase de vapor. En
cambio, en las columnas multicapilar o cromatografica la
seleccion depende de la interaccion del analito con la fase

estacionaria.
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Fortalezas

Alto grado de sensibilidad para
un amplio rango de analitos.
Resultados obtenidos en pocos
minutos.

Equipo portatil.

Util para incluir en procesos de
control de calidad.

Los métodos se pueden validar
completamente.

Los resultados son comparables
a los obtenidos en un analisis
sensorial.

Moderado coste de
mantenimiento.

Oportunidades

Interpretacion de senales
usando patrones analiticos
ayudara a interpretar
resultados ya obtenidos y

Tabla 4.6. A. Analisis DAFO de la técnica GC-IMS

Debilidades

-Una interpretacion completa de

los datos es dificil de obtener al no

existir bases de datos completas.
-El poder de resolucién no es muy
elevado y puede que algunos
compuestos solapen.

Amenazas

-No hay muchos técnicos con
experiencia en esta técnica.
-Solo existe una casa comercial
que venda equipos de GC-IMS.

complementar las bases de
datos.

Hay muchos tipos de muestras
que se pueden analizar con GC-
IMS.

Este equipo se puede integrar
en linea en una fabrica.

Nuevos modelos de IMS con
mejores prestaciones que se
podrian acoplar a GC.

Tabla 4.6. B. Analisis DAFO de la técnica GC-MS

Fortalezas Debilidades

- Alto grado de selectividad y - Los datos no se pueden
sensibilidad para un amplio evaluar automéaticamente,

[ango del agahtos. o hace falta un especialista.
- os resultados son comparables .
P - El desarrollo de métodos

a los obtenidos en un analisis o
sensorial. y el mantenimiento del
- Los métodos se pueden validar equipo lo debe hacer un
completamente. especialista.
- La tecnologia es ampliamente - No es portatil.
conocida y usada.
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Oportunidades Amenazas

- Los resultados obtenidos se Alto coste de los equipos.
pueden integrar en softwares - Alto coste de
que se pueden ir mejorando
con el tiempo.

- Se pueden identificar
compuestos desconocidos.

- Existen distintos sistemas de
muestreo que pueden mejorar
la sensibilidad del equipo y
reducir los costes de operacion.

mantenimiento.

Es importante mencionar que para cada aplicacion hay que
optimizar un nuevo método MCC-IMS o GC-IMS para lograr la
mejor separacion y maximizar la sensibilidad y selectividad de
los analitos objeto de estudio. Los factores clave a controlar
son la temperatura de incubacion de la muestra que influye en
la vaporizacion de los analitos, el flujo de gas de muestra y de
gas de deriva. El flujo de gas de muestra determina la
cantidad de analito que llega hasta la region de ionizacion.
Cuando la concentracién es alta pueden producirse fragmentos
(dimeros, trimeros) y aductos, en el espectro de movilidad,
con lo cual aparece un mayor numero de sefiales, complicando
el analisis.

La potencialidad de la IMS como técnica analitica para el
sector alimentario ha sido reflejada en publicaciones que
recogen estudios sobre metabolitos de bacterias y hongos,
micotoxinas, compuestos del sabor y aroma, acidos grasos y
otros determinados mediante varias modalidades de IMS: UV-
IMS, ®3Ni-IMS, ?***Am-IMS y CD-IMS. En la mayoria de los
casos estas técnicas se han acoplado a HS-GC, HS-MCC, HS-
membrana, extraccion con hexano, a columnas de extraccion
en fase solida o de inmunoafinidad para extraer los analitos a

detectar por IMS (Armenta et al., 2011).
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La IMS ya habia sido usada para discriminar varios tipos de
quesos en base a su contenido de agua, grasa y tiempo de
maduracién (Gursoy et al., 2009). También se usé GC-UV-IMS
para controlar el proceso de elaboracion de queso Camembert
y se logr6é diferenciar entre los metabolitos de Penicillium
candidum especificos de su aroma y los metabolitos del queso
sin el hongo, aspecto crucial para controlar el crecimiento del
hongo deseado (Armenta et al., 2011; Vautz et al., 2006).

Adicionalmente, estudios clasicos sobre determinacion de
voléatiles en queso de cabra, aplicando GC acoplada a MS en la
mayoria de los casos, realizados por Chioffalo et al. (2004),
Barron et al. (2005), Arqués et al. (2007) y Attaie (2009),
determinaron un buen nimero de compuestos quimicos gque se
pueden identificar en los quesos. Sin embargo, en este trabajo
usando HS-GC-IMS se detecté un numero de volatiles menor
al esperado, lo que puede ser atribuido al disefio de la
instrumentacion disponible, la IMS lineal con HS para
introducciéon de la muestra y con preseparacion mediante MCC
0 GS. También los distintos microorganismos involucrados en
cada experiencia  proporcionan  distintos compuestos
evaluables. En contraste, Denawaka et al. (2014), usando IMS
(Flavorspect®) configurado como SHS-MCC-GC-IMS,
detectaron treinta y dos VOCs en una matriz inerte cuyo

aroma podria ser similar al del queso.

4.5. Familias de VOCs determinados en quesos de cabra

mediante HS-MCC-I1MS

Esteres
El butanoato de etilo, asi como otros ésteres pueden ser
sintetizados via alcoholisis o reacciones de esterificacion

(Cadwallader & Singh, 2009). Como se puede ver en la Figura
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4.12, el butanoato de etilo (sefal a) aparecid en una region
espectral libre de interferencias (tr, 21.7 s; td 11.1 ms). La
evolucion de butanoato de etilo durante el estadio de
maduracién ha sido demostrado por el analisis mediante HS-
MCC-IMS. En este estudio los niveles mas altos de butanoato
de etilo se detectaron a los 240 dias.

El butanoato de etilo podria contribuir al flavour de la fresa, lo
cual es deseable y caracteristico en muchos quesos
(Cadwallader y Singh 2009), aunque su presencia podria
también enmascarar el impacto de olores andémalos
(pungente, penetrante, etc.) debido a altos niveles de acidos
grasos de cadena corta. Sin embargo, niveles excesivos de
este compuesto causan un flavour frutal detectado en algunas
leches crudas y pasteurizadas y en el queso cheddar (Abeijon
Mukdsi et al., 2009).

Cetonas

Las metilcetonas son productos intermedios en la degradacion
de &cidos grasos o aminoacidos. Debido a las actividades
enzimaticas de los microorganismos en el queso, las
metilcetonas son reducidas progresivamente a 2-alcanoles. Por
lo tanto, sus niveles dependen del balance entre produccion y
degradacion, lo cual esta ligado al grado de madurez del queso
(Beuvier y Buchin 2004). 2-Butanona se deriva del 2,3-
butanodiol, y esta conversidon puede solo tener lugar cuando
organismos no iniciadores estan presentes. La 2-butanona se
detectd en los quesos C1 y C2, aunque este compuesto no ha
sido cuantificado debido a que aparecio junto a interferentes.
De otro lado, la 2-nonanona también se ha encontrado en
quesos madurados por hongos. Este compuesto se forma
probablemente por decarboxilacion enzimatica oxidativa de

acidos grasos por las BAL presentes (Garde et al. 2007; Lelles

-172 -



Nogueira et al., 2005). La Figura 4.13 muestra un incremento
de 2-nonanona a través del tiempo de maduracion, alcanzando

su maxima intensidad a los 270 dias de maduracién.

Aldehidos

Los aldehidos son compuestos intermediarios en la
degradacion de acidos grasos o aminoacidos; esos compuestos
se oxidan rapidamente a acidos o se reducen a n-alcanoles por
la actividad microbiana. Aunque los aldehidos no son los
compuestos principales en el queso, se considera gue juegan
un papel clave en el desarrollo del flavour del queso de cabra
(Attaie, 2009; Medina et al., 2011). El bajo nivel de aldehidos
indica una maduracion Optima del queso porque una alta
concentracion de aldehidos puede causar olores andmalos
(Moio y Addeo, 1998). Generalmente, los aldehidos se forman
de aminoacidos, ya sea por transaminacion catalizada
enzimaticamente, que produce una imida intermediaria
seguida por decarboxilacién. Estos compuestos también
pueden formarse por degradacion de Strecker (etapa de la
reaccion de pardeamiento no enzimatico), que genera
aldehidos y cetonas de bajo peso molecular de facil deteccion
por el olfato. Los aldehidos también podrian estar presentes en
quesos como un resultado de la autooxidacion de los lipidos
(Munning y Nursten, 1985).

En quesos de cabra se han identificado dos aldehidos (octanal
y trans-2-heptenal) usando HS-MCC-IMS. El octanal disminuye
su concentracion a través del tiempo de maduracion (Figura
4.13). De acuerdo con Cadwallader y Singh (2009), el octanal
puede ser producido por la autooxidacién de acido oleico y se
caracteriza por su aroma herbaceo como a pasto verde. El
trans-2-heptenal mostré una concentracion alta a los 240 dias

(Figura 4.13). Su presencia en el queso podria provenir del
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aceite de oliva que se usa en la limpieza superficial durante la

maduracion de queso.

Alcoholes

Los alcoholes, junto con el amonio, los &cidos, cetoacidos y
carbonilos se pueden producir como resultado de la
deaminacion de aminoacidos durante la maduracion (Fox et
al., 2004). Estos compuestos se podrian formar rapidamente
de aldehidos bajo fuertes condiciones reductoras presentes en
quesos. Ademas, éstos pueden también resultar de otras rutas
metabdlicas, como el metabolismo de la lactosa y el
catabolismo de aminoéacidos. Los alcoholes secundarios se
forman mediante reduccion enzimatica (alcohol
deshidrogenasa) de las metilcetonas correspondientes
(Molimard y Spinnler, 1996).

El nivel de alcohol incrementa durante el primer mes de
almacenamiento pero decrece después de 30 dias. Esta
disminucion se debe probablemente al incremento de ésteres
que se formaron de la esterificacion de acidos y alcoholes.

El 1-hexanol fue identificado en la muestra C1 y se observo
que incrementd entre los 60 y 270 dias de maduracion (Figura
4.13). Este alcohol primario se produce principalmente
mediante la reduccion de sus aldehidos y metilcetonas

correspondientes.

4.6. Estudio de VOCs emitidos por microorganismos

En sentido global, la importancia del estudio de compuestos
volatiles emitidos por microorganismos se debe a las funciones
que estos cumplen dentro de distintos procesos de
elaboracién. En Microbiologia, el interés de estos compuestos
se relaciona con la busqueda de métodos mas rapidos que los
convencionales encaminados a la identificacion microbiana, y
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al control de Ila actividad microbiana en procesos de
maduracion o fermentacion, entre otras posibilidades. En otro
orden de cosas, debido a que estos metabolitos secundarios
influyen en la calidad sensorial de los alimentos, las nuevas
aplicaciones de la IMS se orientan a estudios de autenticacion
de productos de alto valor en el mercado.

En este mismo campo alimentario, el control de volatiles
también aporta al disefio de bioprocesos, en la fase de
caracterizacion de microorganismos de interés para la
produccion de aromas, o incluso microorganismos con alguna
otra actividad bioldgica relacionada. Por ejemplo, y en relacion
con la actividad antimicrobiana de los compuestos volatiles, se
conoce que diacetilo producido por Lactobacillus paracasei
DGCC 2132 fue activo contra dos cepas de Penicillium spp.
(Aunsbjerg et al., 2015). Cabe sefialar que los quesos
artesanales pueden albergar cepas Unicas, lo que puede
significar una peculiaridad aromética o una actividad bioldgica
particular, especialmente si proceden de localidades

geograficas aisladas.

Todos los VOCs detectados se consideran productos del
metabolismo de BAL y podrian ser wusados para la
diferenciacion entre las cepas examinadas. Las cetonas (2-
butanona, 2-pentanona y 2-heptanona) son los compuestos
detectados con mayor frecuencia por GC-IMS en este estudio.
Las cetonas son constituyentes comunes de un amplio rango
de productos lacteos y tienen influencia notoria en el aroma
del queso y bajo umbral de percepcion (Curioni y Bosset,
2002). 2-heptanona se ha detectado en algunos tipos de
quesos, como Emmental o Gorgonzola (Moio et al., 2000).

La ruta general de la produccion de cetonas se explica por el

hecho de que los acidos grasos liberados por lipdlisis podrian
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ser oxidados y decarboxilados a cetonas o alcanoles con un
atomo de carbono menos (McSweeney y Sousa, 2000). La
presencia de metil cetonas en quesos tradicionales se explica
por la accion lipolitica de microorganismos como los hongos y
la 2-butanona probablemente derive del alimento de la vaca
(Ordiales et al., 2013).

Adicionalmente a las cetonas, en este estudio también se
encontraron  compuestos alcohdlicos:  3-metil-1-butanol
(producido por la degradacion de leucina), lo cual esta
relacionado con el aroma agradable de queso fresco (Randazzo
et al., 2007; Smit y Engels, 2005). En algunos quesos
madurados, en cambio, produce aromas a alcohol o afrutados
(Ordiales et al., 2013). Por otro lado, no se conoce claramente
si 3-metil-1-butanol se usa como suministro de carbono y
energia o puede funcionar como molécula de sefalizacion que
cambia el metabolismo o activa el ciclo de vida bacteriano
(Diaz-Pérez et al., 2016).

Ademas, 3-metil-1-butanol ha sido reconocido como clave
para el flavour en diferentes quesos de elaboracién tradicional.
El compuesto es producido comunmente por cepas silvestres
de BAL (Morales et al., 2003), aunque la ruta metabdlica mas
frecuente para la produccion de alcoholes por Lactobacillus
casei es el catabolismo de aminoacidos, que incluye Ila
degradacién de acidos linoleico y linolénico. La biosintesis de
3-metil-1-butanol también incluye el metabolismo de lactosa o

lactato y la reduccién de aldehido (Sgarbi et al., 2013).

4.7. Formas de analizar metabolitos volatiles mediante
IMS

Cuando se aplica IMS al analisis de metabolitos de origen
alimentario o microbiano los ensayos a realizar se enmarcan

en tres categorias i) ensayos para analisis especifico de
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marcadores (target analysis) que permite detectar o
cuantificar analitos seleccionados, indicadores de alguna
bioactividad. ii) estudios que se centran en un grupo de
metabolitos relacionados que conforman un perfil metabdlico.
En cambio, iii) la huella metabdlica (metabolic fingerprint)
tiende a comparar patrones de metabolitos entre muestras
dentro de un mismo grupo o entre distintos grupos de una
misma clase, por lo que no hace falta identificar todos los
metabolitos implicados, aunque se detectan los compuestos
biomarcadores de alguna actividad en particular (Arce et al.,
2014).

Partiendo de este enfoque, cualquiera de los 6 metabolitos (1-
hexanol, 2-nonanona, octanal, trans-2-heptanal, butanoato de
etilo y butanoato de propilo) identificados en el trabajo donde
se analizaron quesos de cabra, se pueden ver como analitos
“especificos” u objeto de potencial interés en otros quesos
similares. Particularmente, se puede seguir la evoluciéon del
butanoato de etilo, octanal o 2-nonanona en la maduraciéon de
los quesos de cabra analizados, o se puede seleccionar por
ejemplo la 2-nonanona como metabolito *“especifico” y
analizarlo con cierta frecuencia para saber como evoluciona la
maduracion del queso. En este trabajo, como se ha puesto de
manifiesto, se analizé la evolucion del butanoato de etilo en la
maduracién de quesos tradicionales de cabra.

El estudio de un perfil metabdlico requiere el conocimiento de
la muestra; en esta Tesis, la deteccion mediante IMS de
metabolitos especificos procedentes de BAL (2-butanona, 2-
pentanona, 2-heptanona y 3-metil-1-butanol identificados en
Lactobacillus -L. casei y L. paracasei subsp. paracasei- y 2-
butanona y 3 metil-1-butanol identificados en Lactococcus -L.
lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris-) reflejan la

presencia “in vitro” de productos del metabolismo de BAL que
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generan perfiles distintos para las cuatro especies bacterianas
bajo las condiciones especificadas de analisis.

Con este antecedente, al hacer un cribado en otros
aislamientos de una misma cepa conocida, por ejemplo L.
casei, a través de la caracterizacion de sefales IMS (tiempo de
deriva, tiempo de retencidon e intensidad de las sefales), o
teniendo en cuenta su constante de movilidad i0nica y en base
a su perfil metabdlico, se puede verificar la identidad de la
cepa, es decir si corresponde o0 no a L. casei. También la
huella puede contribuir a estimar su estado fisiologico.

Sobre esta base, es posible comparar entre el perfil metabdlico
de una cepa conocida de BAL y un nuevo aislamiento para
analizar similitudes y asi discriminar en el laboratorio
potenciales cepas productoras de un metabolito de interés.

Por su parte, los analisis globales no selectivos o integrales se
centran en la deteccion de muchos grupos de metabolitos de
modo que es posible obtener patrones o huellas sin identificar
o sin cuantificar de un compuesto especifico (Mozzi et al.,
2013). Esto, en la practica, supone la ventaja de acortar el
tiempo de andlisis y reducir su coste en comparacion con la
GC, y es especialmente importante cuando hay dificultades
para la identificacion de los compuestos, y a la vez la
identificacion no es estrictamente indispensable de acuerdo al
objetivo previsto.

Respecto a las dificultades mencionadas, a veces ocurre que
los picos de un espectro o mapa topografico, debido a
reacciones ion molécula, muestran solapamiento de sefales
que no se resuelven suficientemente (aspecto que evidencia
una limitacion de la IMS). Sin embargo, este problema puede
resolverse cambiando las condiciones instrumentales; por

ejemplo, acoplando una columna de GC o MCC a un IMS, o con
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tubos de deriva de mayor longitud, modificando el sistema
para obtener el espacio de cabeza,

En esta Tesis, la determinacion de sefales mas frecuentes, y
su movilidad i6nica en las muestras de ensayo, revelaron un
patron diferente de huella espectral para cada una de las
siguientes cepas: Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, Lactococcus lactis subsp. lactis vy
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Esta respuesta caracteriza
estos cultivos de referencia por IMS aun sin necesidad de
identificar los metabolitos responsables de las sefiales como se
puede apreciar en la Figura 4.16 A donde se ven los PCA
hechos con toda la informacién obtenida en una zona del
espectro o los PCA obtenidos con algunas sefales
seleccionadas (Figura 4.16 B).

Por ultimo, la incertidumbre respecto a si el origen de una
seflal es o no un metabolito se solucioné siguiendo Ila
evolucion de la sefial con el tiempo, sobre la hipétesis de que
un cambio en la intensidad de la sefial estaria asociado a la
presencia de células y su actividad “in vitro”. Este ensayo
permitié distinguir al analito entre sefales generadas por el
sustrato de crecimiento o por efecto memoria, es decir, VOCs
que se adhieren a la columna de separacion o al tubo de
deriva y son liberados posteriormente contaminando una

muestra.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA.- EI método HS-MCC-IMS puesto a punto para la
determinacién de VOCs en quesos de cabra funciona como una
alternativa util a las técnicas convencionales como la GC para
medir volatiles del flavour en el queso. La metodologia
comprende analisis cortos y muestra alta sensibilidad y

suficiente selectividad hacia los compuestos analizados.

SEGUNDA.- El método desarrollado puede ser una alternativa
adecuada para determinados parametros frente al analisis
sensorial, que es costoso y requiere personal con experiencia
cuya capacidad analitica se restringe a periodos limitados de
tiempo. Aunque sera idoneo desarrollar trabajos
complementarios entre paneles de cata y analisis
instrumentales con IMS en la deteccion de VOCs responsables

del aroma en alimentos.

TERCERA.- Los resultados del presente estudio sugieren el uso
potencial de HS-MCC-IMS para diferenciar entre quesos
manufacturados con leche cruda y quesos elaborados con
leche pasteurizada. Este hecho es importante porque el tipo de
leche empleado en queseria tiene gran influencia en la
apreciacion del producto por parte del consumidor y por

aspectos relacionados con el control de calidad.

CUARTA.- De igual manera, el método es aplicable para
controlar la evolucién de volatiles durante la maduracion del
queso, en este caso el comportamiento del butanoato de etilo
en queso de cabra lo sefiala como un compuesto apropiado

para este fin.
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QUINTA.- La evolucion de los VOCs durante la maduracion de
un queso es susceptible de realizarse por la técnica propuesta.
El método permite un control en linea durante el
procesamiento del queso porque tan sélo con la inspeccion
visual de espectros y en base a las caracteristicas IMS (td, tr,
e intensidad) de las sefales de interés es posible distinguir y
alertar sobre similitudes o diferencias entre muestras. Para
igual propoésito sirve la constante de movilidad idnica y

sencillas pruebas estadisticas de comprobacion.

SEXTA.- También es factible la deteccion de aromas anémalos,
lo que resulta de utilidad para controlar la consistencia del

producto y las potenciales diferencias entre lotes.

SEPTIMA.- La GC-IMS es una tecnologia que permite detectar
VOCs de BAL de manera rapida y no costosa en comparacion
con otras metodologias clasicas, con la ventaja adicional de
facilitar el control de un proceso biotecnoldgico en base a la
deteccién inmediata, en tiempo real, sin la necesidad de
realizar tratamientos previos a la muestra o emplear
accesorios complejos para el muestreo, lo cual implica riesgo
de contaminacion de los cultivos microbianos y pérdida de

metabolitos.

OCTAVA.- Los resultados del screening de volatiles producidos
por BAL son de utilidad en estudios de bioprospeccion o
busqueda de nuevas cepas productoras de perfiles aromaticos
interesantes para a la selecciobn y desarrollo de cultivos
iniciadores. En el mismo sentido, este conocimiento puede
aportar a estudios prospectivos en la produccion de

metabolitos secundarios implicados en el aroma del queso.

NOVENA.- Los metabolitos volatiles: 2-butanona, 2-

pentanona, 2 heptanona y 3-metil-1-butanol resultan
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relevantes para L. casei, y L. paracasei subsp. paracasei,
mientras que 2 butanona y 3-metil butanol lo son para L. lactis
subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris en la caracterizaron
por IMS. Los VOCs generados condujeron a su discriminacion
en 4 agrupaciones usando PCA. El cambio en intensidad de las
sefiales IMS durante el crecimiento de las cepas demostré que
los VOCs provienen de la actividad bioquimica de las células,
posiblemente de intermediarios de rutas metabdlicas, puesto
que estos metabolitos secundarios aparecen desde la fase de

crecimiento exponencial.

DECIMA.- De acuerdo con la metodologia HS-GC-IMS, estos
compuestos identificados estarian contribuyendo en mayor
medida a la percepcién aromatica de un queso donde esta

microbiota sea la predominante.

UNDECIMA.- Las huellas quimicas generadas por las cuatro
cepas de BAL estudiadas se pueden usar como patrones para
buscar cepas con huella y capacidad aromatica similares o
idénticas. Ademas esta metodologia puede usarse para la
identificacion o autentificacion de estas cepas especificas, en el
laboratorio, a partir de cultivos o matrices alimentarias

especificas y analizadas previamente.
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RESUMEN

El perfil aromatico del queso es util para definir su calidad, sus
propiedades sensoriales y su variedad. lgualmente, permite
evaluar los cambios durante la maduracion y diferenciar entre
productos aceptables o defectuosos. Fundamentalmente, la
aceptabilidad de un queso por parte del consumidor depende
de las caracteristicas sensoriales, entre ellas el sabor/aroma
(flavour) que resulta de la actividad bioquimica y microbiana y
de la tecnologia empleada en la elaboraciéon. En una primera
parte de esta Tesis Doctoral se determinaron algunos
compuestos organicos volatiles (VOCs) presentes en quesos de
cabra de elaboracion artesanal. Para la extraccion e
identificacion de los metabolitos volatiles se empled la técnica
de espacio de cabeza acoplada a espectrometria de movilidad
ibnica con columna multicapilar (HS-MCC-IMS de su nombre
en inglés). Previa a su aplicacion fue necesario realizar
estudios exploratorios sobre sefiales IMS detectadas con
mayor frecuencia para la puesta a punto de la metodologia
analitica, aspecto que conllevdé cierta complejidad. Sin
embargo, el analisis permiti6 una rapida y simple
diferenciacion entre quesos de cabra elaborados con leche
cruda y leche pasteurizada. La hibridacion HS-MCC-IMS
produjo espectros multidimensionales de movilidad iénica con
picos a diferentes tiempos de retencion y de intensidad de
sefal variable para algunos metabolitos individuales. En los
quesos analizados se identificaron un total de seis metabolitos:
un alcohol (1-hexanol), una cetona (2-nonanona), dos
aldehidos (octanal, trans-2-heptanal) y dos ésteres (etil
butanoato y propil butanoato). Adicionalmente, se monitorizo
la evolucion de etil butanoato a través de diferentes tiempos

de maduracion (60, 150, 180, 210, 240 y 270 dias). Los
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resultados preliminares mostraron que la concentracion de etil
butanoato incrementé durante el tiempo de maduracion, de
acuerdo a la dinamica bioquimica y microbiana de la matriz,
por lo cual este compuesto podria ser un marcador potencial
del tiempo de maduracion en los quesos artesanales de cabra
examinados. ElI método optimizado se puede usar para el

control de calidad en la produccion de este tipo de queso.

Por otro lado, al ser la produccién de un queso madurado un
proceso sistémico relacionado e interactuante con la actividad
de una comunidad microbiana, una segunda parte de este
trabajo se orientd al estudio de los VOCs generados por
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp.
cremoris. Cepas de bacterias acidolacticas (BAL) de interés en
la tecnologia del queso por sus caracteristicas como iniciadoras
de fermentacion y productoras de aroma. En este caso el
proposito fue diferenciar las cepas tipificadas de BAL a través
de la informacion sobre el aroma suministrado por metabolitos
(marcadores) identificados en cada uno de los cultivos
bacterianos y que conforman su huella IMS. Para ello, cultivos
bacterianos estandarizados se examinaron mediante HS-GC-
IMS, encontrandose que la 2-butanona, 2-pentanona, 2-
heptanona y 3-metil-1-butanol fueron relevantes para
Lactobacillus casei y Lactobacillus casei subsp. paracasei
mientras que la 2-butanona y 3-metil butanol se identificaron
en Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp.
cremoris. El continuo control de las sefiales IMS durante 24-30
h de cultivo demostré también el crecimiento paralelo de estas
BAL “in vitro”, evidenciando asi que los VOCs sefalados son

producto de su metabolismo.
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El hecho de haber logrado la diferenciacion entre cepas
sugiere la posibilidad de aplicar modelos estadisticos
tendentes a facilitar la busqueda de nuevas cepas ambientales
de BAL que sean fundamentales para la produccién de aroma

en el queso u otros productos lacteos.
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SUMMARY

The aromatic profile of cheeses is useful to assess their
quality, sensorial properties and variety. Also, it permits to
evaluate the changes during the maturation, and to
differentiate between acceptable or spoiled products. Mainly,
the acceptability of a cheese by the consumer depends on the
sensorial characteristics, such flavour, result of the
biochemical and microbial activity, as well as the technology
used in cheese manufacture. In the first part of this Doctoral
Thesis, different Volatile Organic Compounds (VOCs) founded
in artisanal goat cheeses were determined. To extract and
identify those VOCs, Headspace - Multicapillary Column - lon
Mobility Spectrometry (HS-MCC-IMS) was used. Previously,
exploratory studies on most frequent IMS signals detected
were carried out for tuning the analytical methodology. This
aspect is complex. However, the analysis showed a rapid and
simple differentiation between goat cheeses elaborated with
raw milk and those elaborated using pasteurized milk. HS-
MCC-IMS showed multi-dimensional IMS spectra, reporting
peaks in different retention times and with variable signal
intensity for diverse metabolites. For the cheeses studied, six
metabolites were identified: an alcohol (1-hexanol), a ketone
(2-nonanone), two aldehydes (octanal, trans-2-heptenal) and
two esters (ethyl butanoate and propyl butanoate). Also, the
evolution of ethyl butanoate through maturation (60, 150,
180, 210, 240 and 270 days) was monitored. Preliminary
results showed the increasing of the ethyl Dbutanoate
concentration during maturation period, according to the
biochemical and microbial dynamics of the food matrix. For
this reason, this compound could be a potential marker of

maturation time for the artisanal goat cheeses studied. The
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optimized method can be used for quality control in this type

of cheeses.

In the other hand, and taking into account that the maturated
cheese production is a systemic process interactive and related
to the activity of a microbial population, a second part of this
work was focused on the study of VOCs generated by
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp.
cremoris. These lactic acid bacteria (LAB) are considered of
interest as starters for cheese technology, due to their
fermentative and flavour characteristics. In this case, the main
goal was to differentiate the LAB strains using the flavour
information obtained thanks to the identified metabolites
(markers) for each microbial culture and their IMS fingerprint.
To that goal, standardized bacterial cultures were examined by
HS-GC-IMS. 2-butanone, 2-pentanone, 2-heptanone and 3-
methyl-1-butanol were found as relevant compounds for
Lactobacillus casei and Lactobacillus casei subsp. paracasei,
while 2-butanone and 3-methyl butanol were determined for
Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp.
cremoris. The control of IMS signals during a 24-30 h culture
also reported the parallel increasing of counts of these LABs
“in vitro”, showing that those VOCs are products of their

metabolism.

On the basis of the differentiation of the strains studied, we
can suggest the application of statistical models trending to
make easier the searching of new wild strains of LAB of
interest in the production of flavours in cheeses and other

dairy products.
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Absztract: Limear Ion Mobihity Spectrometry (IMS) is a vanguard anabvtical technigue for the detenmination
of volatle and semu-volatile compounds, thanks to the gas-phase separation of the different 1ons under a

Laurdes Arce

weak electric fisld at atmosphene pressure. The ions mugrate through a dift tube with defined length. Moni-
toring of the 1on current reveals the ion dnft time. The dnft fime comelates to the specific 1on-mobility, a fimction of the
1on mass, charge and collision cross section with the ambient gas.

In this article, IMS, a technology mitially developed for detecting traces of explosive and narcotic residues, as well as
chemical warfare agents will be presented to meet the special requurements of metabolomics analysis. With the nght sam-
pling approach, IMS enables the detection of a wide number of compounds from different chemmstry fanmbes, meludmg
alcohols, aldehydes, mromaties, ammes, esters and ketones, among others, even from most complicated and problematic
matnees. The selectivity of IMS can be improved by coupling to Gas Chromatography or Mass Spectromefry in order to
improve separahon or detechion of analytes respectively. Other types of IMS such as, Travelling Wave IMS (TWIMMS) and
High Field Asymmetric Waveform IMS (FAIMS) have also enhanced the analytical possibilities of this technique.

Kevwords: Ion mobility spectrometry, volatile, and semi-volatile compounds, foodomics.

INTRODUCTION

Metabolites are molecular compounds that participate or
result as end products in many different metabolomic path-
ways of different matrices (see Fig. 1). The polanity of the
metabolites varies from non-polar lipids to extremely polar
morganic 1ons. Between these chemucal groups, ethers, alde-
hrydes, esters, phosphates, alcohols and many others can be
considered, as well as some mmportant metabelic subgroups
as glycome and lipidome [1]. In confrast to many other “om-
ics” methodologies, analytical procedures for metabolomic
analysis are currently m a considerable flux. Metabolomics
could be applied to map or identify comelations between
different “omics” approaches.

Nuclear magnetic resonance (NME) has reported qualita-
tive and quantitative mformation about the more comcen-
trated metabolites. However, when metabolites are present in
low concentrations, NME. does not seem enough sensitive [2,
3]. Also, to spectroscopically probe the metabolome, Fourier
transform-infrared spectroscopy (FT-IR) has been carmied out
[4, 5]. Thus method can determmate minor phenotypic differ-
ences usually not detected by other techmgues. FT-IR. 1s

*Address comespondence to this author at the Deparment of Analytical
Chemustry, Amnex C-3 Building, Campus of Babansles. Insumte of Fine
Chemistry and Manochemisiry, University of Cordoba, 14071 Cordoba,
Spain; Tel: 957218562; Fax: 957218514; E-mail: Lourdes arce@uco. es

1213-2268/14 358.00+00

chemically non-selective, and better than used 1t to deternu-
nate specific metabolites, 1t should be swted for a rapid fin-
gerprnting of a metabolome [6, 7]. Usually, sequential ap-
proaches of concentration, separation, and detection methods
are adequate to lower concentrations. By Gas Chromatogra-
phy {GC), we can separate metabolites with hugh vapor pres-
sures or produce volatile compounds. Non-velatile com-
pounds cannot be measured unless a time-consuming sample
denvatization routine is used. [2, 9]. To separate these non-
volatile metabolites, liguid chromatographic (LC) techniques
can be used. Usually, m metabolomic, these technigques (GC
and LC) are combined with Mass Spectrometry (MS), ade-
quate for a proper separation and identification of all me-
tabolites of a sample by direct infusion. Moreover, MS tech-
nigue with high or ultra-high-resolution mass analyzers as
TOEF-MS (mass accuracy = 10 ppm) can be used by direct
imjection, providing a mass accuracy < 1 ppm. It can detect
limits lower than attomole or femtomole levels [10]. In gen-
eral, mass spectrometers represent a higher potential to iden-
tify the metabolites, but for some applications MS requires
special gases such as helnm and hgh vacuum, hence with
relatively high operating costs and technical expenditure.

An attractive mstrument for metabolomics purposes can
also be Ion Mobility Spectrometry (IMS). This technigque can
be seen as complementary or orthogonal to an MS analysis.
IMS can operate with air or nitrogen and at atmospheric

© 2014 Bentham Science Publishers
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Abstract Headspace sampling coupled with multi-capillary
column-ion mobility spectometry (HS-MCC-IMS) has
been wsed for extraction and identification of some volatile
metabolites from different types of goat chesse samples.
The only manual operation carried out in this method was
the introduction of samples into vials; the Bllowing steps
(headspace genemtion, mjection of the volatiles com-
pounds into MOC and IMS detection) were fully autormat-
ed. The analysis by MOC-IMS allowed mpid and simple
differentiation of goat chesses made with mw and pasteur-
ized milk, MCC-IMS produced multidimensional ion mo-
bility spectra with different retention times and intensity
information  different  for some individual metabolites. A
total of six metabolites were identified in goat cheeses
including 1 aleohol (I-hexanol), 1 ketone (2-nomanone),
2 aldehydes (octnal, trans-2-hepnal) and 2 esters (athyl
butanoate and propyl butanoate). Furthermore, the evolu-
ion of one targeted metabolite (ethyl butanoate) was
monitored through different ripening times (60, 150, 180,
200, 240, 270 days). These preliminary resulis showed
that this volatile compound mcreased during cheese apeing
acconding o biochemical and micmbial dynammic of the
matrix, and therefore eyl butanoate could be a potential
marker of ripening time in these kinds of cheese samples.
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Therefore, the method could be used for guality control
purposes in goat cheese producers.

Keywords Volatile compounds - Goat cheeses - Raw milk
cheeses - Pasteurized milk chegses - IMS - Ethyl butmoate

Introduction

Cheese is the result of three primary biochemical processes:
metabolism of lactose, lactate and citrate, lipolysis and
proteolysis. These occur during rpening and are mamly
responsible of its basic flavour, while many secondary
catabolic reactions are related 1o the finer aspects of this
tmit, being mesponsible for the unique aroma profile of a
particular variety (Cadwallader and Singh 2009 Marilley
and Casey 2004 Muir et al. 1997). All these biochemical
aspects together with different production processes result
in o wide varety of chese types, which are defined by
more than 600 volatile metabolites (Maarse and Visscher
1989). According to the type of milk emploved in the
elaboration of the cheese, it could have different volatile
metabolites. Raw milk cheeses genemlly have more intense
ammas and contxin o more diverse group of volatile com-
pounds than cheeses made from pasteurized milk
(Rodrigues-Almso et al. 2009). In fict, the use of mw
milk in chesse making enhances the production of volatile
compounds, especially acids, alcohols and esters, probably
bacmse heat treatment mactivates eneymes and micoor
pmisms present i milk which are related o the formation
of aoma compounds (Hayaloglu and Brechany 2007). In
mary cases, the most abundant volatile compounds may
have little, if any, odour significance in dairy products
(Curioni and Bosset 2002; Delgado et al 201 1; Marilley
and Casey 2004), and only a small fraction of these com-
pounds are really responsible for cheese flavour. The
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The purpose of this work was to study the potential of gas chromatography-ion mobiity specrometry
(GC-AMS) to differentiate lactic acid bacteria (LAB) through target identification and fingerprints of vola-
tile metabolites. The LAB selected were used as reference strains for their influence in the flavour of
cheese The four strains of LAB can be distinguished by the fingerprints generated by the volatile arganic

compounds (WOCs) emitted. 2-butanone, 2-pentanone, 2-heptanone and 3-met byl-1-bu tanol were iden-

tified as relevant VOCs for Locrobarillus cosei and Lacrobacillus pangogsel subsp. paracgsei. 2-Butanone and

f:_::”ﬁd bacteris 3-methiyl-1-butanol were identified in Lactocoooes lacris subsp. lacrs and Lactocoones cremans subsp. cre-
Metshalites moris. The IMS signals monitoring during a 24-30 h period showed the growth of the LAB in vimo. The
Valatile organic compounds results demonstrated that CC-IMS is a useful technology for bacteria recognition and also for screening
IMS fingemprints the ammatic potential of new isolates of LAB.

Lo baillus @ 2016 Ekevier Ld. All rights reserved.
Lockmens

1. Introduction improve flavour and texture in various types of cheeses (Sahingil,

Bacteria produce volatile organic compounds (VOCs) by meta-
balism, which are of great importance in the aroma profile of many
foods. Microbial VOICs are currently used as markers for several
purposes, especially for rotten food detection (Lemfack, Nidkel,
Dunkel, Preissner, & Pechulla, 2014). In fermented or matured
foods, such as cheese, it is highly important to know and under-
stand which Navour components determine the ultimate percep-
tion by the consumer. Aroma development in ripening cheese
results from the metabolic adivities of the dominant micobiota,
largely composed of lacic acid bacteria (LAB). These types of bac-
teria are characterised by a wide biodiversity, offering good possi-
bilities to extend the Aavour and diversity of dairy products, i.e
cheeses, Considering their role in cheese production, LAB can be
divided into two groups: starter LAB (SLAB) and nonstarter LAB
[NSLAB) (Steele, Broadbent, & Kok, 2013). Lactococcis lnctis subsp.
cremorts and Ilndtococrus lnens subsp. locis are included in
starters for their acidifying and proteclytic activities. In general,
Lactococrus spp. are strong acidifiers (Hussain, Rouch, B Britz,
2009 ), while Loctobacius spp. are the most widely used genus to

* Comesponding authar.
E-anvail aedress: loundes aras@ o = (L Arae)l

hittp fdascdaiorg 100100 &) fooddhem 2016100022
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During chee se ripening, enzy mes released from starter and non-
starter LAB hydrolyse caseins in peptides or amino adds (aa),
resulting in the development of cheese flavour (Settanni &
Moschett, 2010), mainly from relevant VOCs. In this sense, for
cheese production the use of LAB (selected as started culture) as
well as NSLAB strains (to improve flavour and texture) is very
important. According to Cavanagh, Fitzgerald, and McAuliffe
(2015), Lactorocrus spp. are the most important SLAB responsible
for the production of lactic acid from lactose and for converting
casein into flavour components, L lects subsp ot is able w
metabolise arginine vie arginine deiminase pathway influencing
cheese fllavour (Brandsma, van de Kraats, Abee, Pwictering, &
Meijer, 2012). Lactococcus spp. also contribute to the deve lopment
of improved texture (Mills, OSullivan, Hill, Fitrgerald, & Ross,
2010} Furthermore, Lacococus has also been linked o the inhibi-
tion of rotten cheese and the pathogenic microorganism effec, due
to the production of e rtain chemical agents {(Coelha, Silva, Ribeiro,
Dapkevicius, & Rosa, 20014) L lactis subsp. cremoris has also been
incorporated as starter because of its acidifying and proteolytic
activities: the aa being involved in the production of metabolites
associated with flavour and aromatic properties (Kamalrul,
Syarul, & Normah, 2012} Moreover, Loctobacilus spp. are involved
in the improvement of flavour and texture in various types of






