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Resumen—Se presenta un método para cuantificar el
niumero de células somiticas en leche de cabra basado en
cambios de permitividad. Se correlaciona la amplitud de la
permitividad de relajacion de membrana con la fraccién de
volumen de las células. El aumento del niimero de células
somaticas por sobre un nivel determinado en general indica la
presencia de mastitis sub-clinica. A pesar de que la mastitis
sub-clinica se puede detectar en leche vacuna mediante
métodos sencillos, éstos no son aplicables en leche caprina
debido a su dificil interpretacion por la interferencia de
particulas citoplasmaticas. La evidencia demuestra que sélo las
células vivas influyen en el cambio de amplitud de la
permitividad de esta relajacion, por lo que seria posible
eliminar la interferencia de las particulas citoplasmaticas.
Cada grupo de células similares posee un espectro
caracteristico a partir del cual se obtienen las frecuencias
caracteristicas a la cuales sucede esta relajacién. A fin de
desarrollar un sistema sensor para determinar la cantidad de
células somaticas en leche de cabra se midieron dichos
espectros en el rango de frecuencias de 1000 Hz a 10 MHz
usando un Analizador de Impedancia HP 4192A y una celda de
espaciado variable con electrodos de platino.

Palabras clave—mastitis sub-clinica, espectroscopia de
impedancia, permitividad.

I. INTRODUCCION

La mastitis es un término general que se refiere a la
inflamacion de la glandula mamaria. Esta caracterizada

por cambios fisicos, quimicos y bacteriologicos en la
leche y cambios en el aspecto de la ubre. Hay dos etapas
claramente diferenciadas en esta enfermedad, mastitis
clinica (MC) y sub-clinica (MSC). La MC estd
caracterizada por anormalidades visibles en la ubre y en la
leche, siendo ésta dificill y costosa de remediar,
representando a veces, riesgos para la salud humana,
mientras que la MSC es menos obvia que la anterior,
pudiendo ser unicamente detectable por mediciones
quimicas, fisicas o celulares de la leche. Su reconocimiento
temprano, es decir en su etapa sub-clinica, es importante
para disminuir las pérdidas de produccion, dafio al tejido
del animal y posibles sanciones por controles de
instituciones de salud [1].

El método estandar para diagnosticar MSC en caprinos es
el andlisis microbioldégico de muestras de leche. Sin
embargo, este tipo de andlisis requiere de personal
calificado, tiempo y dinero. El Recuento de Células
Somaticas (RCS) o, en inglés, Somatic Cell Count (SCC) ha
sido aceptado como el mejor indice cuantitativo de la
inflamacion de la glandula mamaria y para predecir la
infeccién en leche de vaca. En general el aumento del SCC
por sobre un nivel determinado, que depende de varios

factores, indica la presencia de la MSC. Sin embargo
muchos autores concuerdan en que los umbrales de SCC
(para los cuales se puede decir que el animal presenta MSC)
para leche de cabra son mayores que para leche de vaca [2].

Esta diferencia en los umbrales se explica mediante los
diferentes tipos de secrecidn que posee cada animal. La
leche de cabra se produce por un tipo de secrecion
denominada apdcrina, la cual da origen a particulas
citoplasmaticas, que no contienen ADN, pero que estan en
rango del tamaiio de las células somaticas (CS) o, en inglés,
somatic cells (SC), las que pueden contarse erroneamente
como células cuando se usan métodos de conteo de
particulas. Es por lo tanto necesario utilizar métodos de
medicion que diferencien caracteristicas particulares de las
SC, como ser por ejemplo, la presencia de ADN o
propiedades dieléctricas particulares [3].

Una descripcion muy completa de los métodos actuales
para el SCC se puede encontrar en el trabajo de Baro et al.,
2005. [4]. De todos los métodos citados por diferentes
autores, las propiedades eléctricas presentan las
caracteristicas mas interesantes, ya que los dispositivos
basados en ellas son, en general, faciles de implementar y
de bajo costo. Entre ellas se destaca la permitividad
eléctrica ya que se relaciona con la capacidad eléctrica de
una sustancia y es facil de medir [5].

Aprovechando la relacion que existe entre la variacion de
permitividad y la concentracion de particulas con membrana
[5] seria posible estimar el SCC de la leche, puesto que las
células somaticas son particulas rodeadas por una
membrana aislante. Es importante destacar que los
elementos que no pertenecen a la biomasa, como ser
burbujas de aire, solidos suspendidos (incluyendo células
muertas) no contribuyen significativamente a los cambios
de permitividad [6].

De la revision bibliografica realizada, son muy pocos los
trabajos que hablan de estudios de espectroscopia
dieléctrica en leche [7], [8], [9] y s6lo uno de ellos evalta
las propiedades dieléctricas en leche de cabra [10]. En
particular, Grillo et al., 2007 [7] hace referencia a la
estimacion de SC en leche de vaca por medio de mediciones
de espectroscopia dieléctrica, pero no existe ninglin trabajo
que haga referencia a mediciones de este tipo en leche de
cabra. En su trabajo realiza mediciones de permitividad
relativa (a la frecuencia de 300 kHz) y las relaciona
directamente con el SCC de las muestras a distintas
temperaturas, obteniendo una buena correlacion. Aunque
sus mediciones son en leche de vaca, éstas podrian ser
extrapolables a leche de cabra.



Se propone la aplicacion de mediciones de
espectroscopia  dieléctrica,  particularmente de la
dispersion de membrana o también llamada dispersion f,
para cuantificar las células somaticas en leche de cabra.
Esta hipotesis se fundamenta en que la dispersion B
permitiria cuantificar s6lo las células somaticas, sin la
interferencia de los restos celulares que aparecen en la leche
de cabra y que dificultan la aplicacion de otros métodos de
cuantificacion, como los empleados en leche de vaca.

II. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA

La Espectroscopia de Impedancia también conocida
como Espectroscopia Diecléctrica consiste en medir las
propiedades de un medio en funcion de la frecuencia. El
método se basa en analizar la interaccion del campo
eléctrico externo aplicado al sistema y ver de qué manera se
ponen de manifiesto algunos mecanismos fisicos de la
muestra dependiendo de la frecuencia del mismo. El
comportamiento de los tejidos bioldgicos revela una alta
dependencia de los parametros dieléctricos con la
frecuencia, debido a los diferentes fendmenos de relajacion
que ocurren cuando una corriente circula a través de la
muestra [11].

Cuando la frecuencia del campo eléctrico aplicado
aumenta, la conductividad de la mayoria de los tejidos
también aumenta debido principalmente a la relajacion
dipolar de las moléculas de agua [11]. Este aumento en
conductividad estd asociado con un descenso en
permitividad, desde valores muy altos (miles de unidades
dieléctricas) a frecuencias bajas (10 Hz - 100 kHz) hasta
valores de algunas unidades dieléctricas a frecuencias altas
(>1 GHz) [12], [13]. Los espectros de permitividad y de
conductividad estan caracterizados entonces, por cuatro
relajaciones principales, o, B, & y y. Cada una de estas
relajaciones ocurre a una frecuencia especifica y este
comportamiento es tipico para la mayoria de los sistemas
biologicos, aunque las magnitudes y frecuencias de las
dispersiones puedan variar. Valores tabulados de
permitividad y conductividad se pueden consultar en Foster
y Schwan, 1989 [14], Schwan, 1957 [5] y Schanne y Ruiz—
Ceretti, 1978 [15]. La relajacion que nos importa en este
trabajo es la relajacion B, la cual estd relacionada con el
proceso de carga de las membranas presentes en el sistema
y es la que nos permite relacionar el SCC con Ia
permitividad. Existen s6lo dos modelos que relacionan la
fraccion de volumen con la dispersion B [5], [12]. En
nuestro caso aplicamos el modelo de Schwan por
simplicidad. Considerando una baja conductancia de
membrana (G,, = 0) y una baja concentracion de células, se
puede expresar la amplitud de la permitividad dieléctrica
como:

ae =2 PRC (1)
4 ¢,
Donde
Ag amplitud de la dispersion 3
R: radio de la célula
C,: capacidad de la membrana celular
&p: permitividad del vacio
p: fraccion en volumen de las células

Para particulas no esféricas, el término 9/4 es diferente.
De esta manera el cambio de permitividad Ae es
proporcional a la fraccidon en volumen de las células
presentes en la suspension ya que la capacidad de
membrana se presupone constante en el orden de 1pF/cm’
[16]. Esta técnica también se emplea para la cuantificacion
de biomasa en un fermentador [6].

III. MATERIALES

Las mediciones dieléctricas en baja frecuencia se realizan
generalmente colocando la muestra en una celda de
medicion (capacitor de placas paralelas) conectada a un
analizador de impedancia. El instrumento genera un voltaje
alterno a frecuencias discretas y se mide el modulo de la
impedancia y el angulo de fase. Las propiedades
dieléctricas de la muestra se calculan a partir de estos datos.
Las mediciones se realizaron utilizando una celda de
espaciado variable, ya que este método permite eliminar el
error introducido por la polarizacion de los electrodos, al
ser la impedancia de los mismos, independiente de la
distancia de separacion entre ellos [17].

La celda de acrilico, Fig. 1, tiene un recinto cilindrico
con pequefios orificios centrales superior e inferior para su
llenado y eliminacion de burbujas. Por los extremos del
cilindro se insertan los tornillos de acrilico con los
electrodos en sus extremos. El paso de los tornillos esta
calibrado a 1lmm por vuelta completa, lo que es muy
importante ya que es necesario conocer con precision la
separacion Al entre los electrodos [‘))ara cada medicion [18].
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Fig 1. Representacion esquematica de la celda de medicion: a) Conducto
de llenado; b) conducto de salida del exceso de la muestra y purgado; c)
tornillo de acrilico con el electrodo en la punta, d) roscas hembra para los
tornillos de acrilico; e) electrodos de platino; f) conector BNC; g) ranura
para colocar el o-ring. Las mediciones se realizan colocando los tornillos
de acrilico con los electrodos en cada uno de los orificios laterales y
llenando con la muestra el espacio comprendido entre ambos o-ring.

Los electrodos de platino de alta pureza son planos,
tienen 15 mm de diametro y estan recubiertos con negro de
platino, a efectos de disminuir la impedancia de
polarizacion de las interfases electrodo-muestra [19].

Las mediciones se realizaron en el rango de frecuencias
de 100 Hz a 10 MHz utilizando un Analizador de
Impedancia HP 4192 A. La celda se conect6 al instrumento
mediante la configuracion 5T [20] y se aplico una
excitacion de 400 mV.

Se termostatiza el laboratorio a 25 °C y las muestras de
leche son calentadas en bafio controlado a esa misma



temperatura para asegurar una buena repetibilidad de las
mediciones.

Para la calibracion del instrumento se usé el método
tetrapolar [21] el que, ademas de las calibraciones de
cortocircuito y de circuito abierto, incluye una calibracion
suplementaria usando como patrén la celda llena con una
solucién conocida de NaCl de conductividad muy proxima
a la conductividad de la muestra. Considerando los valores
tipicos de conductividad de las muestras de leche, los
valores de la permitividad y conductividad de la suspension
electrolitica (0.255 g de NaCl en 100 ml de agua destilada),
resultaron [22]:

&(w)=78.48 yo(w)=0,5 [S/m] )

Las muestras de leche fueron facilitadas por un convenio
de colaboracién con el Laboratorio de Investigacion en
Producciéon Animal del INTA Leales, Tucuman. Este
laboratorio posee un control regular de la salud de los
animales por lo que fue posible obtener muestras de leche
con un rango de SCC mas o menos definido (alto, medio y
bajo). Las muestras provienen de dos razas de cabras:
Criolla y Sanen en diferentes etapas de lactacion.

Para el Conteo de Células Somaticas se utilizoé el método
establecido como Gold Standard: el Conteo Directo por
Microscopio Optico basado en el Form FDA 2400d [23].
Para la coloracion se utilizd Verde-Y-Metil-Pironina
(Sigma-Aldrich) y el protocolo descrito en el trabajo de
Zeng et al., 1999 [24].

IV. RESULTADOS

En los espectros obtenidos para todas las muestras de
leches se observo un cambio en los valores de permitividad.
Para asegurar que los cambios en permitividad observados
corresponden a una relajacion, y no a efectos de
polarizacion de electrodos, se calcula la derivada de la
permitividad (calculada a partir de datos correspondientes a
una separacion fija de electrodos, omitiendo cualquier
correccion por polarizacion de los mismos) con respecto al
logaritmo de la frecuencia [25]. Una grafica de este tipo se
muestra en la Fig. 2.
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Fig.2. Derivada de la permitividad relativa (calculada a una separacion fija
entre los electrodos) con respecto al logaritmo de la frecuencia para una
muestra de leche de cabra.

La linea recta a baja frecuencia corresponde a la
impedancia de polarizacion de los electrodos, mientras que
el maximo (flecha), a frecuencias altas, muestra la presencia
de wuna dispersion dieléctrica. Se puede visualizar
claramente una region de dispersion alrededor de 1 MHz.

En la figura no puede apreciarse la dispersion o, o de baja
frecuencia, ya que a frecuencias del orden de 1 KHz y
menores, la contribucion de la reactancia del electrodo a la
reactancia total de la celda es mayor que la contribucion de
la muestra y por lo tanto solo medimos electrodos y no la
permitividad de la leche de cabra [26].

En el andlisis de los datos es fundamental determinar
claramente cudl relajacion se estd midiendo. La dispersion 3
estd relacionada con la carga ubicada en la interfase de las
membranas celulares, y generalmente se da a frecuencias
cercanas a la relajacion 6 o de Maxwell-Wagner (relajacion
de pequeiia amplitud cuya frecuencia caracteristica depende
sobre todo de la conductividad de la solucion). Como esta
relajacion no esta relacionada con las células era necesario
saber si esta ultima interferia o no en las mediciones
realizadas. Utilizando los valores de € y ¢ obtenidos en la
ecuacion (2), el tiempo de relajacion de Maxwell-Wagner
se calcula como:

iy =5 =18 _156.885.10"7[s]

o 0,
por lo tanto la frecuencia de relajacion de Maxwell-Wagner
para las muestras de leche de cabra resulta:
1

2
Svw = !

27T

T

=100 [MHz]

Esta frecuencia estd muy por encima de la relajacion
medida experimentalmente (Fig. 2), por lo que se puede
asegurar que a / = 1 MHz, la relajacion que se observa se
debe tinicamente a la dispersion B. Para estos sistemas, la
frecuencia fy esta fuera del alcance de medicion del
impedancimetro HP 4192 A.

En la Fig. 3 se grafica la variacion de permitividad entre
1 MHz y 10 MHz (A& = €101 - €10mu) €n funcion del SCC.
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Fig.3 Variacion de la amplitud de relajacion de membrana Ag = g -
&1omme €n funcion del niimero de células somaticas.

Al evaluar la dispersion B de los datos medidos y
relacionarlos con el SCC, se obtuvo la recta de la Fig. 3 con
un r’=0.9137. Estos resultados confirman la hipdtesis
planteada inicialmente para este trabajo, ya que la amplitud
de la permitividad aumenta al aumentar el niimero de SC
presentes en la muestra.

Para el célculo de la amplitud Ae de la Fig. 3 se emplea la
ecuacion (1) de Schwan para bajas fracciones de volumen.
Esta ecuacion no posee ordenada al origen, es decir la



diferencia de permitividad relativa es igual a cero cuando la
concentracion es cero. En el caso presentado, existe una
ordenada al origen, que se podria atribuir a la presencia de
los globulos de grasa. Es decir, la recta estaria “montada”
sobre un valor de continua, comun a todos los puntos, que
al estar en un porcentaje similar, entre 4 y 6% para todas las
muestras, modificarian el valor que si cambia en todas ellas,
que es el SCC. El porcentaje de grasa presente en las
muestras de leche podria afectar las mediciones de Ae,
pudiendo ser otro factor a tener en cuenta a la hora de
realizar la recta de calibracién. Es importante destacar al
respecto, que todas las muestras empleadas provienen de un
laboratorio de investigacion animal, por lo que su estado de
salud y alimentacién son factores muy controlados. Por lo
tanto, el porcentaje de grasas en las muestras es similar,
cosa que no ocurre en muestras normales de tambos en
general.

La dispersion de los valores de Aeg en la recta de
calibracion podria deberse ademds a la presencia de
microburbujas que también influyen en la permitividad.
Esto es mas evidente en puntos de baja SCC, donde el Ae es
menor y mas susceptible a errores experimentales.

V. CONCLUSIONES

Se observa que las mediciones de impedancia realizadas
en muestras de leche de cabra en el rango de frecuencias de
1 a 10 MHz permiten medir la relajacion . Cuando las
muestras de leche provienen de animales que tienen mastitis
sub-clinica o clinica, la amplitud de la permitividad medida
entre estas dos frecuencias aumenta conforme aumenta el
numero de células somaticas presentes en la muestra.

Los resultados encontrados son novedosos, no existe en
la bibliografia un reporte donde se correlacione el Ag de
muestras de leche de cabra con el SCC. A futuro se puede
mejorar el método haciéndolo mas rdpido, por ejemplo,
empleando so6lo dos frecuencias; econdomico, utilizando
electrodos de acero recubiertos con Oxido de iridio;
prdctico, por ejemplo, termostatizando automaticamente las
muestras en la celda y sencillo integrando todos los pasos
en un solo aparato.
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