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1.1. COMPOBICION DE LA LECHE.

La leche es un liguido complejo cuyo componente principal
es el agua en la que se encuentran una gran variedad de
constituyentes bien en disolucién o en diferentes estados de
dispersién. En la presente memoria se utiliza la palabra leche
para designar la leche de vaca. Cuando se trata de otro tipo de

leche se indica el nombre de la especie correspondiente.

Se estima que la leche contiene aproximadamente unas 100.000
especies meoleculares distintas, de las cuales la mayor parte no
se han identificado, y ni siquiera se han aislado.

Una idea resumida de la composicién y estructura de la leche
se muestra en la tabla 1, donde se dan valores medios de
contenido ya que factores tales como estado de lactacidén, raza,

alimentacién, y edad del animal pueden influir considerablemente.

1.2. TRATAMIENTOS TERMICOS.

La leche es un producto extremadamente 1adbil que se altera
rapidamente, siendo las alteraciones de origen microbianc las mas
frecuentes y las primeras en aparecer. Por elloc se recurre a la
utilizacidén de una serie de procesos tecnoldgicos destinados a
su conservacidén. Estos van dirigidos principalmente a detener el
crecimiento de la flora microbiana, asi como a protegerla de las

alteraciones de origen quimico y fisico-quimico.

De entre todos los métodos de conservaciédn existentes, son
los fisicos los mads utilizados y dentro de estos los tratamientos
por el calor. Los tratamientos térmicos aplicados en la industria

a la leche son los siguientes:

1.2.1. Termizacidn
1.2.2. Pasterizacion
1.2.3. Esterilizacién

1.2.4. Desecacidn



Tabla I. Composicidn y estructura de la leche.
Cantidades medias aproximadas por Kg de leche.

Glébulo graso

Glicéridos
triglicéridos....38g
diglicéridos....0,1g
monoglicérides..10mg

Acidos grasos....25mg

Estercles,.......100mg

Carotenoides....0,4mg

Vitaminas
AD,E,K.vuvin....2mg

Agua.......s.....00mg

OLroB...ovenunven 30mg

Leucocito

Enzimas
p. ej. catalasa
Acidos nucleicos

Agua.......+.....870g

Carbohidratos
lactosa...... ....469
otrog..........=0,1g

Minerales
Ca...... aees .370mg

Kovvorvaese...1340mg
NB:ierssserans . 460mg
Cl....i.v.o....1060mg
fosfato.......1080mg
sulfato...... «.100mg
bicarbonato....100mg
Elementos traza
ZNe e ennneaes . 400ug

Membrana Micela de caseina

BAQUA...cvaeravenss.B6mg

Proeteina..........350mg Proteina

Lipidos Caseind...v.v..+.26,09
fogsfolipidos.....210mg proteosa-peptona. .0,4q
cerebrésidos......30mg Sales
gangliésidos.,.....5mg CA.vuirrsarnanss-.800mg
glicéridos neutros..+ fosfato.....ov.ns 950mg
esterocles.........15mg citrato.......... 140mg

Enzimas Mg,K,Na,Zn.......150mg
fosfatasa alcalina..+ Enzimas principales
xantinoxidasa.......+ lipoproteinlipasa..+

0 L ¥ 7T+ | plasmina...........*

FE.viviveannan ..-+100ug Agua......... B 1

Particula lipoproteica

Lipidos polares

Proteina
Enzimas
Suero
Acidos organicos Proteinas
citrato...........1600mg caseina...,.eeeevsa.t
formiato............ 40mg RB~lactoglobulina..3,2g
acetato.............30mg O-lacteoalbimina...1,2qg
lactato.............30mg BSA...ouevienee..400mg
oxalatO...ienieeinse 20mg inmnoglobulinas. 750mg
otros....vivevene...20mg protecsa-peptona=250mg
Gases [ ob o T- IR 400mg
OXIgenO...auvruvssss..bing Compuestos nitrogenados
nitrégend.....+..«....15mg no proteicos
Lipidos Urea.............300mg
glicéridos neutros....+ péptidos.........200mg
dcidos grasog.......15mg amincacidos. .....300mg
fosfolipideosg.......110mg Esteres fosféricos300mg
cerebrésidos........10mg Enzimas principales
esteroles...........15mg lactoperoxidasa....+
Vitaminas fosfatasa acida....+
vitaminas B........200mg Alchol..............3mg
acido ascérbico..... 20mg

Walstra y Jenness ({1987}).



1.2.1, Termizacién.

El objetivo de la termizacién es mantener la calidad de la
leche cruda durante el periodo de refrigeracidén previo al
procesado en planta. Es un tratamiento térmico de menor
intensidad que la pasteurizacién baja, que consiste en calentar
la leche a 60~65°C de 10 a 20 segundos. Con este tratamiento se
consigue 1la destruccién de 1la mayoria de las bacterias
psicdtrofas presentes en la leche, productoras de lipasas y

proteasas termorresistentes.

Una alternativa a este proceso es el tratamiento de 1la
leche cruda con CO,. Se ha demostrado que la utilizacidn de este
gas inhibe el desarrollo de las bacterias psicédtrofas, asi como
el de otros microorganismos, en la leche, evitando la produccidn

de lipasas y proteasas exdgenas.

Eie y col. (1987) trataron leche cruda con CO, hasta un
pH<6 sometiéndola, al cabo de un tiempo de refrigeracién, al
proceso de atomizacién. La leche en polve cbtenida no presentd
diferencias apreciables con el control, que no fué previamente

tratado.
1.2.2, Pasterizaciédn.

Es un proceso de conservaciédn e higienizacidén en unas
condiciones de calentamiento tales gue permiten la destruccién
del bacilo tuberculeso (Mycobacterium tuberculeosis) y por
consiguiente la de todos los microorganismos patdégenos asi como
de una gran proporcién de gérmenes banales. Se obtiene asi una
leche que cumple con las normas bacteriolégicas fijadas por la

legislacidn.

Existen dos métodos de pasterizacidn:



Pasterizacidén en discontinuo.

La leche es sometida a una temperatura de 63°C durante 30

minutos. Es un proceso lento y poco utilizado actualmente.
Pasterizacién en flujo continuo.

Se le conoce con el nombre de H.T.S.T. (High temperature
short time), procedimiento a alta temperatura y corta duracién.
Es un método rapido y continuo, y en la actualidad el mas

utilizado., Seglin las condiciones del proceso se denomina:

- Pasterizacién alta. {(Tratamiento a 71-75°C durante 15-40

segundos} .

- Pasterizacién ultra-alta. (Tratamiento a 85-90°C durante

un tiempo de 2 a 10 sequndos).
1.2.3. Esterilizacidn.

El proceso de esterilizacidén tiene por objeto la
conservacién prolongada de la leche por destruccién de 1los
microorganismos presentes en ella, tanto en su forma vegetativa

como esporulada.
La esterilizacidén se puede realizar de dos maneras:

a) Esterilizacidén en recipientes herméticos.

b) Esterilizacién en flujo continuo.
1.2.3.1. Esterilizacién en recipientes herméticos.

Es conveniente que la esterilizacidn vaya precedida de un
tratamiento térmico en flujo continuo mediante el que se consigue
la eliminacién de la mayoria de los gérmenes en unas condiciones
térmicas mas suaves. La preesterilizacién se realiza
habitualmente a 130-140°C durante 3 & 4 segundos.



A continuacién se honmogeiniza la leche con objeto de
estabilizar la emulsidn de la grasa. Se consigue mediante este
proceso la reduccidén del tamafio de los glébulos grasos hasta un
diametro de 1 a 2 u. La disminucidén del volumen de los gldébulos
rebaja su fuerza ascensional e impide gue se acumulen en la

superficie de la leche.

La leche asi tratada y envasada herméticamente, se

esteriliza en autoclaves alimentados discontinua o continuamente.

Actualmente, y debido al volumen de leche a tratar, se
tienden a utilizar aparatos de alimentacidn continua. Se consigue
mediante este sistema que, manteniendo 1la temperatura de
esterilizacioén, los recipientes sean introducidos sin
interrupcién en el autoclave donde rapidamente alcanzan la
temperatura deseada y por lo tanto el tratamiento térmico es mas
corto. Para aplicar el procesado térmico se pueden seguir dos

procedinmientos:

-~ La técnica inglesa (procedimiento Webster) que utiliza
una temperatura relativamente baja: 110°C durante 40 minutos,

suprimiéndose a veces la preesterilizacién.

~ Las técnicas holandesa (procedimientec Stork) y francesa
(procedimiento Carvallo y Breil), gue utilizan el proceso de
preesterilizacién seguido de un tratamiento a 115-120°C durante

20 minutos.

1.2.3.2. Esterilizacién en flujo continuo (UHT).

Este tipo de procesos estan basados en el calentamiento a
altas temperaturas durante cortos periodos de tiempo
"Esterilizacién UHT" (Ultra High Temperature), seguido de un

envasado aséptico.

La temperatura de calentamiento utilizada es de 135 a 150°C

durante un tiempo de 2 a 15 segundos. Los procedimientos



utilizados en la esterilizacién UHT son de dos tipos:

1. Calentamiento indirecto con la utilizacién de

intercambiadores de calor tubulares o de placas.

2. Calentamiento directo en el que la leche entra en
contacto con vapor de agua a alta temperatura.

En la figura 1 se muestra el diagrama correspondiente a los

dos tipos de esterilizacidédn UHT.

UHT Indirecto.

En los sistemas de esterilizacidn UHT, el flujo de la leche
debe ser de régimen turbulento para asegurar una transferencia
rapida y homogénea del calor. De este modo todo el volumen de
leche se encuentra a la misma temperatura durante el mismo

periodo de tiempo.

Los intercambiadores de placas presentan la ventaja frente
a 1los tubulares de alcanzar mas rapidamente el régimen

turbulento.
UHT Directo.

En los sistemas UHT directoc la leche se pone en contacto
con vapor de agua scbrecalentado, lo que origina una elevacién
muy rdpida de la temperatura a la vez que se produce una dilucién
de la leche a un 10% de su peso aproximadamente. Por ello es
necesario que el calentamiento vaya segquido de una evaporaciédn
del agua de modo que permita reconstituir las proporciones

iniciales de los componentes.
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Figura 1. Diagrama de los tratamientos UHT directo e
indirecto



Este calentamiento puede realizarse de dos formas:

1. Por inyeccién de vapor (Uperizacidén). Consiste
esencialmente en la inyeccién de vapor a alta temperatura en una
corriente de leche precalentada. Esta inyeccidn se realiza de tal

forma que se suma el efecto ultrasénicc al de la temperatura.

Para llevar a cabo este procedimiento, la leche a 40-50°C
se desgasifica y desodoriza en un recipiente sometido a vaclo.
A continuacién se precalienta a 80°C en un cambiador y se
introduce en el sistema de uperizacidn. La inyeccién de vapor de
agua a 13 atmésferas de presién eleva instantaneamente la
temperatura del producto a 140-150°C. Seguidamente, en una camara
de expansién se produce la evaporacién de un volumen de agua
igual al aumento debido a la inyeccién de vapor, y la leche se
homogeiniza por chogue violento contra las paredes, evitando asi

que los glébulos grasos puedan ascender a la superficie.

2. Dispersién de la leche en el vapor. La leche es
dispersada en un recinto con vapor de adgua sobrecalentado.
Instantaneamente, por condensacién del vapor, la leche alcanza
una temperatura de 140-150°C. El producto pasa a un segundo
recinto donde se ha hecho el vacio, y el vapor condensado se
evapora al descender bruscamente la temperatura de la leche hasta
70-75°C.

Ambos tipos de tratamiento UHT presentan ventajas e
inconvenientes. El calentamiento UHT directo provoca minimas
transformaciones en los componentes lédcteos debido a la rapidez
del cambio térmico. La proporcién de proteinas del suero
desnaturalizadas es menor que en los métodos indirectos, y se
produce una desoxigenacidén total de la leche favorable para su
conservacién. El1 inconveniente es el elevado coste de las
instalaciones y la necesidad de realizar una homogeneizacidn

aséptica del producto.

El principal inconveniente de los métodos indirectos es que



favorecen la formacidén de depdsitos en las superficies del
intercambiador, disminuyendo la transmisién de calor entre la

leche y el fluido calefactor.
1.2.4. Desecacidn.

La leche en polvo es un producto de facil conservacidn, y
presenta la ventaja de contener todo el extracto seco de la leche
en un volumen reducido, lo gue supone un ahorro imnportante en los

procescos de conservacién y transporte,

La leche en polvo puede ser entera o desnatada, y segin la
legislacién el contenido en humedad debe ser del 2-2,5% y 4-4,2%

respectivamente.

Actualmente la leche en polvo se obtiene por atomizacién
a partir de una leche ligquida sometida previamente a tratamiento

térmico.

Seqgin el tratamiento térmico sufrido en el procesgo de
precalentamiento las leches en polvo se pueden clasificar en

cuatro tipos:

a. de extrabaja temperatura (extra-low heat powder).
b. de baja temperatura (low heat powder).

c. de temperatura media (medium heat powder).

d. de alta temperatura (high heat powder).

Desde la recepcidén de la leche y hasta la obtencidn de 1la
leche en polvo entera y desnatada, son varios los tratamientos
aplicados. En la figura 2 se presenta el esquema de las distintas
etapas por las que transcurre el procesc de obtencidén de leches

en polvo.

En el caso de la leche entera hay un primer proceso de
homogeneizacidn, para obtener una disminucién en el tamafio de los

gldébulos de grasa, seguido de un proceso de estandarizacidén del
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contenide en materia grasa. A veces el primer proceso es el
desnatado de la leche entera para a continuacidén estandarizar el
contenido de la materia grasa por adicién de la nata, previamente

homogeneizada, en las concentraciones adecuadas.

El siquiente proceso es el precalentamiento de la leche
para conseguir la eliminacidn de los gérmenes patégenos. El tipo
de tratamiento térmico utilizado es determinante en muchas de las
propiedades del producto final. Son tres tipos los més

utilizados:
Precalentamiento a baja temperatura.

Generalmente se somete la leche a un tratamiento
equivalente a la pasterizacidn alta, es decir 72°C durante 16
sequndos. La desnaturalizacién de las proteinas del suero es
baja, exigiéndose unos contenidos minimos de 6 mg/g. En algunos
casos la legislacidn especifica gue la desnaturalizacién debe ser
inferior al 10%. lLa leche de partida debe ser de muy buena
calidad para que el producto final cumpla las normas

bacteriolégicas.

Precalentamiento a temperatura media.

Las temperaturas utilizadas oscilan entre 76,5-85°C durante
15-30 segundos. En este tipo de leche el contenido en proteinas
de suero no desnaturalizadas debe estar comprendido entre 1,5-6
mg/g de leche en polvo desnatada.

Precalentamiento a alta temperatura.

El tratamiento aplicado oscila entre los 90°C y 110°C
durante pocos segundos, e incluso 121°C un segundo. El contenido
en proteinas de suero no desnaturalizadas es menor de 1,5 mg/g

de leche en polvo desnatada.

El siguiente proceso es la concentracién de la leche

11



El siguiente proceso es la concentracién de la leche
tratada hasta un 40-45% de so6lidos totales. El procedimiento

utilizado es la evaporacidén a vacio.

Por dltimo la leche se somete al proceso de desecacidn por
atomizacién, que consiste en pulverizar la leche en forma de
pequefias gotas o niebla en el interior de una camara por la gue
circula una corriente de aire calentado previamente para eliminar
la humedad, ya gque cuanto mas seco esté mas eficaz sera el
proceso permitiendo una disminucién de la temperatura. El aire
se hace circular en sentido ascendente o bien se le da un
movimiento cicldénico, gue suele ser la técnica mAs utilizada. En
la actualidad existen nuevos desecadores gue combinan la
contracorriente y la técnica del leche fluidificado con lc gque
se reducen las temperaturas y los tiempos de contacto del aire

con las gotitas de leche.

La recuperacién de las particulas de leche en polvo se
realiza utilizando cdmaras de fondo c¢énico junto con corrientes
de aire complementarias, evitando asi un calentamiento prolongado

del polvo.

Durante este proceso y con el fin de obtener un polvo de
las mejores caracteristicas es importante el control de las
temperaturas de entrada y salida del aire caliente, asi como de
la temperatura y concentracién de la leche en la entrada de la

camara y del flujo y tamafo de las gotas durante el proceso.
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1.3. MODIFICACIONES DE LAS FRACCIONES DE CARBOHIDRATOS Y
PROTEINAS DURANTE EL TRATAMIENTO TERMICO Y LA CONSERVACION.

Los distintos tratamientos térmicos aplicados a la leche y
su posterior conservacién, afectan en mayor o menor grado a los
componentes mayoritarios dependiendo de 1la severidad del
tratamiento. Las modificaciones se traducen generalmente en una
pérdida del valor nutritive y en la variacidén de sus propiedades
organolépticas. Las modificaciones en las que intervienen las
proteinas y/o los carbohidratos son muy complejas, pero de forma

simplificada pueden agruparse del modo siguiente:

.3.1. Reaccidén de Maillard.
3.2. Desnaturalizacién de seroproteinas.
.3.3. Degradacidén de caseinas.

.3.4. Interaccién proteina-proteina.

B oH R R e

.3.5. Isomerizacidédn y degradacidén de lactosa.

1.3.1. Reaccidn de Maillarad.

La reaccién de Maillard es una de las reacciones mas
importantes gque tienen lugar en el procesado térmico de los
alimentos. Fué descubierta por el quimico francés Maillard (1912)
estudiando el calentamiento de una solucién de glucosa con
lisina, y consiste en un conjunto de reacciones relacionadas que
todavia no han sido elucidadas en su totalidad. Hodge (1953)
recopilé toda 1la informacién disponible en un esquema
simplificado (figura 3) gque sigue siendo considerado en la
actualidad como la descripcidédn mas apropiada del proceso de

pardeamiento no enzimético.

La reaccién de Maillard modifica las propiedades
organolépticas de los alimentos al formarse una gran variedad de
compuestos que son 1los responsables de los sabores, aromas Yy
color caracteristicos. También da lugar a una pérdida del valor
nutritivo, debido a la disminucién de la biodisponibilidad de los

aminodcidos implicados en el proceso.
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Como se puede apreciar en la figura 3,
Maillard transcurre en distintas etapas hasta la formacidn final

de pigmentos pardos de alto peso molecular llamados melanoidinas.

Podemos hacer una clasificacidn de las distintas reacciones

en tres etapas fundamentales.
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Etapas inicjales.

Las primeras etapas de la reaccidédn de Maillard conducen a
la formacidén de una serie de compuestos conocidos como compuestos
de Amadori. En el caso de la leche, relativamente rica en lisina
con un grupo €-amino libre muy reactivo, es este aminoacido el
que reacciocna con la lactosa para formar lactulosil-lisina [e—-N-
(1-desoxi-b-lactulosil)~L-lisina] como compuesto mayoritario. El

esquema de formacién de estos compuestos se detalla en la figura

4.

RTH
RNH RN HC
e | | 1
l CHOH Ho CH . (CHOH),., ©
+ RNH, | LA
(CHOH)n ==———-= (CHOH), (CHOH), * HC
I l !
H,OH CH,OH CHOH CH,OH
Aldosa Compuesto Base de Glicosilamina
de adicion (A) Schiff (B) N-sustituida (C)
— — +
RNH RNH RNH RNH
I I | |
HC — CH CH CH,
1 . 1 | TP |
(H?OH)»1O Fe———— HCOH COH &=—— C-0
| I |
H? (HCOH)n.1 (HCOH) s.4 (HCOH),,.,
I | !
CH,OH CH,0H CH;0OH CHLOH
S . f-amino
Aldosilamina Cation de la Forma enol i
N-sustituida base de Schiff 1-desoxi-2-cetosa
N-sustituida

Figura 4. Esquema de las etapas iniciales de la reaccién de

Maillard. Formacién de los compuestos de Amadori

El primer paso es una condensacién entre el grupo e-amino
de la lisina y el grupo carbonilo de la lactosa dando lugar al
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compuesto de adicién (A). Esta reaccidn esta catalizada por las
bases que eliminan un protén del grupo amino que se comporta como
nucledéfilo. A continuacidén el compuesto asi formado pierde una
molécula de agua para formar la base de Schiff (B), gque seguida
de una ciclacién posterior se transforma en una glicosilamina N-
sustituida (C). Estos compuestos son poco estables, a excepcidn
de 1los procedentes de aminocdcidos aromaticos, y sufren un
reordenamiento posterior, pasando por el catién de la base de
Schiff, para formar la 1-amino-1-desoxi-2-cetosa correspondiente,
que es el primer compuesto irreversible de la reaccidn
(lactulosil-lisina). Esta 1dltima reaccién se conoce como
reordenamiento de Amadori y es la que se produce normalmente en
los alimentos. Existe sin embargo otro tipo de reordenamiento
conocido como el de Heyns que tiene lugar cuando el azicar
reaccionante es una cetosa formdndose la 2-amino-2-desoxi-aldosa

correspondiente.

Etapas intermedias.

Las siguientes etapas de 1la reaccidén parten de 1la
degradacién de los compuestos de Amadori, gque tiene lugar a

través de dos vias fundamentales dependiendo del pH (figura 5).

A pH A&cido esta favorecida la 1,2-enolizacidén, gque por
pérdida del grupo hidroxilo en el C3 conduce a la formacidén de
la 3-desoxiglicosulosa. La pérdida de un segundo hidroxilo en el
C, y posterior ciclacidén da lugar a derivados de hidroxi-metil-

furfural como compuestos estables.

A pH basico es la 2,3-enolizacidén la reaccidén favorecida.
La eliminacién del grupo amino del C; da lugar a la formacién de
la 1-desoxiglicosulosa, compuesto muy inestable. La enoclizacidn
de este 1dltimo forma las reductonas y 1los compuestos
dicarbonilicos por hidrdélisis, asi como una variedad de O-

heterociclos (furonas y pironas) por ciclacién.

Los distintos compuestos formados en las dos vias de

le
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degradacién ya mencionadas sufren la reaccién conocida como
degradacién de Strecker al reaccionar con los grupos amino libres
dando 1lugar a una gran variedad de compuestos volatiles,
responsables de los distintos aromas y sabores tipicos de los
alimentos que han sufrido la reaccién de Maillard. Dentro de
estos compuestos se incluyen los pirroles, pirazinas, oxazoles

Yy tiazoles.

Etapas finales.

Las etapas finales de la reaccién de Maillard son mnuy
complejas y, atin hoy, poco conocidas. En ellas se incluyen
reacciones de condensacidon alddélica y polimerizaciones entre
grupos aldehido y amino para formar, a partir de los precursores
de bajo peso molecular antes mencionados, los polimeros
nitrogenados de color marrdén conocidos como melanoidinas.

1.3.1.1. Factores que influyen en la Reaccidén de Maillard.

Los numerosos estudios realizados sobre 1la reaccidén de
Maillard ponen de relieve la presencia de factores que actuan
favoreciendo o inhibiendo la reaccidn. Estos factores se pueden

clasificar en los siguientes grupos.

Naturaleza y concentracidén de los reactantes.

Los compuestos implicados en la reaccién de Maillard son los
azlcares reductores y los aminodcidos con grupos amino libres

presentes en las proteinas,.

En los primeros estudios de la reaccidén con la utilizacidn
de sistemas modelos se vid gque los monosaciridos son mas
reactivos que los disacdridos y estos a su vez que los
oligosacaridos. Dentro de los monosacdridos las pentosas son méas
reactivas que las hexosas, y las aldosas mas que las cetosas
(Lewis y Lea, 1950; Pomeranz y col., 1962; Burton y McWeeney,
1963). En trabajos mds recientes Kato y col. (1986, 1988)
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comprueban que en el calentamiento de ovoalbGmina con varias
aldohexosas y lactosa, el pardeamiento es mayor para la galactosa

seguida de glucosa, y mucho menor con la utilizacién de lactosa.

En el caso de las leches, se ha comprobado este hecho al
comparar los resultados obtenidos durante el tratamiento térmico
y la conservacidn de leches con lactosa hidrolizada (Lea, 1948;
Burvall y col., 1978; Rawson y Mahoney, 1983; Mittal y col.,
1988). E1 pardeamiento es mucho mayor cuando la lactosa se
encuentra hidrolizada, debido a la mayor reactividad de los

monosacaridos resultantes.

La naturaleza de los aminoacidos también tiene una marcada
influencia sobre la velocidad de la reaccidn. De todos ellos L-
lisina es el méds reactivo con diferencia debido a la presencia
de un grupo e€-amino libre. Ashoor y Zent (1984) hacen una
clasificacidén de los aminoacidos segin su reactividad en tres

grupos:

- pardeamiento alto (lisina, glicina, triptéfanc vy
tirosina).

- pardeamiento intermedio (prolina, leucina, isoleucina,
alanina, hidroxiprolina, fenilalanina, metionina, wvalina,
glutamina y asparragina).

- pardeamiento bajo (histidina, treonina, arginina,

cisteina, Acido aspartico y acido glutamico).

Actividad de agua (a,).

En la conservacidén de alimentos desecados el efecto de la
actividad de agua es de gran importancia en el desarrollo de la
reaccidn de Maillard. En general se puede decir gue un aumento
de la actividad de agua supone un incremento en la velocidad de
la reaccidn hasta alcanzar un maximo. Labuza y Saltmarch (1981)
en el estudio del almacenamiento de seroproteinas en polvo,
observan que el pardeamiento y la pérdida de lisina disponible

es maximo a una a, de 0,44, mientras que en el almacenamiento de
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leches en polvo es a una actividad de agua de 0,6-0,7 con la gue
se obtiene el mayor grado de reaccidn de Maillard.

Actividades de agua muy elevadas conducen, sin embargo, a
una inhibicién del pardeamiento debido a un efecto de dilucién

de los reactantes (Labuza, 1980).

El rango de actividades de agua en el cual la reaccién se
ve favorecida ha sido descrito por los distintos autores entre
0,3-0,7 (Loncin, 1968; Ben-Gara y Zimmerman, 1972; Warmbier y
col., 1976; Burvall y col., 1978; Labuza y Saltmarch, 1981; Kato
y col, 1986,1988; Ringe y Love, 1988; Desrosiers y col., 1989).

Actividades de agua en el rango de 0,2-0,3 se consideran
adecuadas para la conservacidén, ya gque las transformaciones son
minimas debido a que este agua se encuentra fuertemente ligada
y no es disponible para favorecer las interacciones entre los
distintos componentes. Sin embargo Narayan y Cross (1992) hacen
un estudio de la interaccidn entre glucosa y a-acetil-lisina en
un rango de actividad de agua de 0,19-0,21 y a 40, 50 y 60°C de
temperatura, observando que el grado de reaccién de Maillard es
superior al que podria esperarse para estos contenidos de
humedad.

EHI

El pH y la capacidad tampdédn del sistema condicionan tanto
la velocidad como los mecanismos de degradacién de los compuestos
de Amadori (Nursten, 1980). La influencia del pH en la velocidad
del pardeamiento ha sido estudiada por un gran nimero de autores
mediante el empleo de sistemas modelo, observandose que a pH
basico, en el rango de 6-9 la reaccidédn esta favorecida. La
disminucidén o el aumento del pH respecto a dicho rango supone una
disminucién del pardeamiento al inhibirse determinadas
reacciones, sobre todo a pH extremos. A pH Aacido hay una
disminucién, y a pH basico la falta de protones necesarios para

los reordenamientos de Heyns y Amadori da lugar a una inhibicién

20



considerable.
Otros factores.

Metales como el cobre y el hierro parecen tener una accidn
favorecedora sobre la reaccidén de Maillard (Patton, 1955; Kato
y col., 1981). Sin embargo, segGn Powell y Spark (1971) este
efecto podria ser debido a variaciones del pH producidas por las

sales.

Otro de 1los factores catalizadores de 1la reaccidén de
pardeamiento son los fosfatos. Potman y van Wijk (1989) realizan
un detallado estudio sobre sistemas modelo comprobando el efecto
catalizador de dichas sales en el rango de pH de 5 a 7, efecto
indicado ya por Patton (1955).

Entre los compuestos que inhiben la reaccidén de Maillard,
Patton (1955) incluye una lista de varios como formaldehido,

bisulfito sédico, agua oxigenada y anhidrido sulfuroso.

Igualmente se ha comprobado que el aumento de concentracidn
de determinados aminodcidos como dcido gluté&mico, aspartico y L-
cisteina producen una inhibicién del pardeamiento (Pokorny vy
col., 1988; Pham y Cheftel, 1990).

1.3.1.2., Aspectos nutricionales y téxicos de la reaccidén de
Maillarad.

La reaccién de Maillard puede reducir seriamente el valor
nutritivo de 1los alimentos cuando estos son sometidos a
tratamientos térmicos muy severos. Esto es debido a 1la
destruccién de aminodcidos esenciales y a 1la formacién de

compuestos téxicos y antinutritivos.
El estudio de la toxicidad de los compuestos procedentes de

la reaccidédn de Maillard presenta grandes dificultades debido a

la complejidad de las reacciones y al escaso conocimiento que en
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la actualidad existe sobre ellas. Por todo ello son los

compuestos originados en las primeras etapas los mas estudiados.

Por 1o gue se refiere a los productos 1léacteos, los
tratamientos térmicos aplicados en la industria son en dgeneral
poco intensos, y por tanto los productos de reacciédn de Maillard
presentes en leches procesadas son, fundamentalmente, 1los
originados durante las primeras etapas de la reaccidén. Solamente
aparecen en cantidades apreciables compuestos procedentes de las
tltimas etapas de 1la reaccién cuando el producto ha sido

sobreprocesado o conservado en condiciones inadecuadas.

De los compuestos derivados de la reaccidn de Maillard, la
lactulosil-lisina y sus productos de hidrdlisis han sido los méas

estudiados.

Finot (1973) observd gque parte de la lactulosil-lisina
suministrada a animales de laboratorio en la dieta se hidrolizaba
por rotura del enlace galactosa-glucosa para dar fructosil-
lisina, liberAndose una cierta cantidad de lisina de la cual solo
una pequefia parte es capaz de ser absorbida por el animal (Finot
y col., 1977).

Erbersdobler (1977) comprobd que el 30-40% de la fructosil-
lisina 1ligada a caseina administrada era absorbida en el
intestino y excretada sin metabolizar por la orina. El resto es
metabolizado por la microflora intestinal, excretandose pequefias

cantidades en las heces (Finot y Magnenat, 1981).

Existen también varios estudios referentes al efecto de los
compuestos de Amadori sobre el metabolismo mineral. Asi Finot y
Furniss (1986) indican que la fructosil-lisina ligada a caseina,
y no en forma libre, aumenta la excreccidén urinaria y el
contenido de zinc en el rifién, sugiriendo gque esta accidén puede
ser debida a la existencia de peptidos de bajo peso molecular,

descritos anteriormente por Ford y Shorrock (1971). También se
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ha observado que los productos de la reaccidn de Maillard
disminuyen la retencidn de zinc tanto en humanos (Johnson y col.,

1983) como en animales de laboratorio (O’Brien y col., 1987).

Numerosos autores han estudiado 1la mutageneidad de
determinados compuestos procedentes de la reaccidén de Maillard
en sistemas modelo y en alimentos sobrecalentados (Powrie y col.,
1981; Jagerstad y col., 1983; Shinchara y <col., 1983 vy
Aeschbacher, 1986). Sin embargo, no existe evidencia de que los
productos 1lacteos sometidos a los tratamientos térmicos
convencionales de esterilizacidén puedan tener accidn mutagénica

sobre el organismo (Sekizawa y Shibamoto, 1986).

1.3.2. Desnaturalizacién de las seroproteinas.

La leche contiene aproximadamente 33 g/1 de proteinas, de
los cuales 27 g/l corresponden a las caseinas totales y 6 g/l a
las proteinas del suero. Existen ademds una serie de sustancias

nitrogenadas no proteicas que suponen alrededor de 1,5 g/l.

Se define como proteinas del suero a la fraccidén proteica
de la leche gque permanece en disclucién después de 1la
precipitacidén de las caseinas a pH 4,6. Son proteinas globulares
de elevada hidrofobicidad presentes en leche como mondmeros u
oligbmeros. La B-lactoglobulina en sus dos variantes genéticas
A y B, y la oa-lactoalblimina son las proteinas mayoritarias
representando el 50 y 12% respectivamente del total de las

seroproteinas.

La B-lactoglobulina a temperatura ambiente y en un rango de
pPH entre 5 y 7 se presenta como un dimero de dos subunidades
idénticas, conteniendo dos puentes disulfuro y un grupo tiol
libre por molécula. La a-lactoalblimina es la segunda proteina méas
abundante de las seroproteinas. Recientemente Hiraoka y col.
(1980) vieron gue se trataba de una metaloproteina en la cual

existe un 1ién calcio fuertemente 1ligado sobre los grupos
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carboxilo de los aminodcidos Acidos. En leche se presenta como

monémero con cuatro puentes disulfuro por molécula.

Otras proteinas presentes en leche son la serocalbimina
(BSA), inmunoglobulinas (Ig), lactoferrina y una serie de enzimas
tales como lactoperoxidasa, catalasa, fosfatasa alcalina vy

plasmina.

El comportamiento de las proteinas de suero frente al calor
es muy diferente al de las caseinas. Al tratarse de proteinas
globulares con altc contenidc en cisteina, bajo contenido en
prolina, y no presentar fésforo en su estructura, son mas

inestables térmicamente que las caseinas.

Durante el tratamiento térmico de la leche se producen
cambios en la estructura terciaria de 1las seroproteinas,
manteniéndose los enlaces peptidicos, proceso conocido con el
nombre de desnaturalizacidén. Al perderse la estructura proteica,
los grupos activos de las proteinas pueden reaccionar con mayor
facilidad entre si, con otras proteinas o con otros componentes
tales como los azicares reductores (lactosa). Una consecuencia
visible de esta reaccién es la formacién de agregados y posterijor
precipitacién de estos. El grado de desnaturalizacién de las
proteinas de suero depende de la intensidad del tratamiento

térmico aplicado.

El efecto de la temperatura sobre las proteinas del suero
ha sido estudiado por numerosos autores (Larsen y Rolleri, 1955;
Lyster, 1970; Ruegg y col., 1977; Hillier y col., 1979; Hillier
y Lyster, 1979; de Wit, 1981; de Wit y Klarenbeek, 1984; Bernal
y Jelen, 1985}, estableciéndose el siguiente orden de mayor a

menor estabilidad frente a la desnaturalizacidén por el calor:

a-lactocalbimina > B-lactoglobulina > BSA
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La desnaturalizacidn de las seroproteinas va acompafiada de
un efecto endotérmico dque puede ser observado utilizando la
técnica de la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Con el
empleo de esta técnica de Wit (1981) y de Wit y Klarenbeek (1984)
realizan un estudioc profundo sobre la desnaturalizacidén de las
seroproteinas totales e individualizadas por accidn de 1la
temperatura en un amplio rango (40-150°C). Los resultados
obtenidos indican que B-lactoglobulina presenta una temperatura
de desnaturalizacién de 78°C, coincidiendo con los resultados de
Ruegg y col. (1977). Se ha cobservado que el calentamiento por
debajo de 78°C supone una desnaturalizacién reversible debido a
una desestabilizacién de la estructura tridimensional, gue es
regenerada por un enfriamiento posterior (de Wit, 1981). Un
calentamiento mAs severo da lugar a una desnaturalizacién
irreversible de la proteina inducida por la ruptura de los
puentes disulfuro intramoleculares, hecho que ya fué observado
por Watanabe y Klostermeyer (1976). Este fenémeno favorece el
despliegue y la agregacién, dando lugar a la formacidn de
complejos con otras proteinas, especialmente k-caseinas, mediante
la formacién de puentes disulfuro (Smits y van Brouwershaven,
1980; de Wit, 1981; Doi y col., 1983; Singh y Fox, 1987; Haque
y Kinsella, 1988; Singh y Creamer, 1991).

La a-lactoalblimina es la proteina mds resistente de todas
frente a la desnaturalizacién por el calor (Larsen y Rolleri,
1955; Valdicelli y col., 1986). Estos resultados se contradicen
sin embargo con los obtenidos por Ruegg y c¢ol. (1977) y de Wit
y Klarenbeek (1984), en el estudic del comportamiento de a«a-
lactoalbtGmina por calorimetria. Estos autores observan que la
temperatura de desnaturalizacidén para esta proteina es de 62°C

aunque este efecto es reversible en un 90%.

Recientes estudios (Bernal y Jelen, 1984) han demostrado que
esta desnaturalizacidén reversible es debida a una disociacién del
idén calcio ligado a la proteina y su posterior reasociacién

durante el enfriamiento.
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Se ha estudiado también la posible formacidédn de complejos
entre a-lactoalblimina y otras proteinas. Hartman y Swanson (1965)
indican que la interaccién entre a-lactoalblmina y k-caseina es
muy pequefia o no existe. Sin embargo la formacidén de un complejo
a-lactoalbimina-B-lactoglobulina es capaz de interaccionar con
la k-caseina (Elfagm y Wheelock, 1977; Hunziker y Tarassuk,
1965) .

La sercalblimina (BSA) muestra una desnaturalizacidén a 64°C
(de Wit y Klarenbeek, 1984) semejante a la observada para la a-
lactoalbGmina. Sin embargo su desnaturalizacidédn no presenta el
grado de reversibilidad de a-la, por lo cual la BSA es 1la
seroproteina menos resistente frente a los distintos tratamientos
térmicos. Su elevada hidrofobicidad hace gue un calentamiento a
40-50°C conduzca a la precipitacién por pérdida de su estructura
terciaria (Macritchie, 1973; Lin y Koenig, 1976). Sin embargo,
la BSA desnaturalizada tiene un efecto protector sobre 1la
proteina no desnaturalizada (Terada y col., 1980) por lo gue una
parte permenece estable después de un calentamiento prolongado

a 65°cC.

Junto con la temperatura, otra serie de factores como son
el pH, la fuerza idnica y la presencia de lactosa, modifican el
comportamiento de las seroproteinas frente al calor (Harwalkar,

1986) .

De Wit y Klarenbeek (1984) observan que la f-lactoglobulina
aumenta su termoestabilidad a pH de 3, y disminuye con el aumento
de pH a 7.5. La BSA y la a-lactoalblimina se desnaturalizan a pH

3 a temperatura ambiente.

La lactosa ha demostrado ser un agente protector frente a
la desnaturalizacidén. Bernal y Jelen {1985) determinan unas
temperaturas de desnaturalizacidén para B-lactoglobulina de 81.2
y 82.2°C sin adicidén y con adicidén de lactosa respectivamente.
Estos autores sugieren que este hecho es debido a un aumento en

el grado de hidratacién de las proteinas que contribuye a
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mantener su estabilidad. Sin embargo, la presencia de lactosa
durante el calentamiento de seroproteinas a elevadas temperaturas
tiene un efecto contrario. SegGn de Wit (1981) existe un fuerte
efecto exotérmico observado mediante DSC al calentar B~
lactoglobulina en presencia de lactosa por encima de los 100°C.
Este efecto es debido a la reaccidn de Maillard, confirmando los
resultados obtenidos por Turner y col. (1978) gue aislaron un
conmplejo formado durante el tratamiento UHT de soluciones de

lactosa y B-lactoglobulina.

Andrews (1975) observd la formacién de polimeros proteicos
en el almacenamiento de leches UHT. Seglin de Wit y Klarenbeek
{1984) la formacidén de estos polimeros estaria favorecida por la
disminucién de pH observada en el calentamiento de solucicnes de

proteinas en presencia de lactosa.
1.3.3. Degradacién de caseinas.

Las caseinas constituyen la fraccién proteica que precipita
por acidificacién de 1la leche a pH 4,6. Son proteinas
fosforiladas, hidrofdébicas que se encuentran en forma de
agregados polidispersos. Son termorresistentes y muy susceptibles
a la accién enzimdtica (proteasas y exopeptidasas).

Las caseinas estdn constituidas por cuatro especies
moleculares principales ag;-, ag,-, B- y k-caseinas, gue en la
leche se encuentran ligadas formando micelas por interaccién con
el fosfato cdlcico coloidal. Ademds del fosfato cdlcico, la
presencia de citratos coloidales y de iones de sodio, magnesio

Y potasio contribuyen a la estabilidad de las micelas.

Una pequefa proporcién de B-caseinas y ag,-caselnas se
hidroliza por accién de la proteasa enddgena de la leche,
plasmina, para dar una serie de fragmentos (y,, Yy, ¥ yY3—caseinas,

proteosas-peptonas) presentes en leche cruda.,

El tratamiento térmico de la leche a elevadas temperaturas
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provoca una desintegracién de las micelas de caseina con
formacién de proteinas no sedimentables ricas en k-caseina (Aoki
y col., 1975; Creamer y Matheson, 1980; Singh y Fox, 1985;
Mohammad, 1985). Los factores que influyen en este proceso son,
fundamentalmente, el pH, la temperatura, la fuerza idnica y el

porcentaje de B-1g desnaturalizada (Singh y Fox, 1986).

El calentamiento a temperaturas de unos 90°C produce
agregacién de las proteinas de suero y sedimentacién de los
complejos en las micelas, sin embargo el tamafioc de estas apenas
sufre modificaciones (Hostettler y col., 1965; Josephson y col.,
1967). Tratamientos térmicos mas drasticos como la esterilizacidén
UHT producen una agregacidén de las micelas de caseina debido
tanto a la deposicién de las seroproteinas desnaturalizadas sobre
las micelas, como al aumento del calcio micelar responsable del
aumentc en el tamafio de las micelas (Josephson y col., 1967;
Carroll y col., 1971).

Las caseinas participan en mayor grado que las seroproteinas
en la reaccidén de Maillard, siendo la k-caseina la mas reactiva
(Turner y c¢ol., 1978). Segin estos autores, esta mayor
reactividad se debe a una mencor accesibilidad de la lisina
presente en las proteinas del suero como consecuencia de su
compleja estructura terciaria, y a la posterior formacidn de

complejos cuando se rompe dicha estructura.

1.3.3.1. Proteolisis de las caseinas.

La actividad proteolitica durante el almacenamiento de
leches UHT es la responsable de la coagulacién, aparicidn de
sabores amargos y aumento del nitrdgeno no proteico (NPN), y es
una de las causas de gelificacidén durante la conservacidén. Estos
cambios pueden ser producidos por proteasas enddgenas ©
bacterianas, diferenciidndose ambas en la accidn gue presentan
sobre las caseinas. Asi, la proteolisis acompafiada de un
incremento en el nitrégeno no proteico y de la formacién de para-

k-caseina es debida a enzimas de origen bacteriano, mientras que

28



la proteolisis debida a la plasmina produce un aumento de
nitrégenc no caseinico y la formacidén de y-caseinas (Renner,

1988).

La mayoria de las proteasas de bacterias psicétrofas son
resistentes a las temperaturas elevadas, y solo son parcialmente
destruidas por los tratamientos HTST (72°C, 15 s) y UHT (138~
145°C, 2 s) (Law, 1979; Fairbairn y Law, 1986). Sin embargo la
actividad enzimatica se reduce considerablemente mediante un
precalentamiento de la leche a 55°C durante 1 hora antes de la

esterilizacidén (Driessen, 1983).

1.3.4. Interaccidn proteina-proteina.

L.as interacciones proteina-proteina se producen por reaccién
en medio basico entre los grupos amino libre de la lisina y la
deshidroalanina, procedente de la degradacidén por B-eliminacién
de serina y cistina, formdndose un nuevo aminocdcido 1llamado
lisino-alanina (LAL) (De Groot y Slump, 1969; Klostermeyer y
Reimerdes, 1975; Aymard y col., 1978). La LAL se forma en leche
durante el tratamiento térmico por reaccién de los grupos serin-
fosfato de 1la caseina en vez de la cisteina (Fritsch vy
Klostermeyer, 1981). Este aminodcido no ha sido detectado en
leche en polvo, pero en leches liquidas su contenido varia entre
100-1000 mg/kg de proteina, dependiendo de la severidad del

tratamiento térmico.

La determinacién de LAL se realiza por cromatografia de
intercambic idnico (Erbersdobler y Trautwein, 1984) y
cromatografia de gases (Bliser y Erbersdobler, 1985). Su formacidn
estd influida por el tipo de tratamiento térmico aplicado. Se ha
detectado mayor formacidn de LAL en leche esterilizada por el
procedimiento clasico, 260 mg/kg, no detecta&ndose en leches UHT
directo (Koning y van Rooijen, 1982). Se han encontrado
cantidades comprendidas entre 20 y 40 mg/kg en leches UHT
indirecto cuando se emplean temperaturas de 140°C y tiempos de

calentamiento del orden de 20 y 30 segundos, mientras que en el
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calentamiento a 151°C durante 12 segundos el contenido es de 12
mg/kg (Fritsch y col., 1983). Dehn-Miller y col. (1991) en un
parridoc de leches UHT comerciales observan gue el contenido en
LAl varia desde trazas, en algunas muestras UHT directo, hasta
174 mg/kg.

Woodard y Short (1973) demostraron la nefrotoxicidad de LAL
en ratas, sin embargo este efecto no ha sido detectado en otras
especies animales (De Groot y c¢ol., 1976). A pesar de ello, Dehn-
Miiller y col. (1991) indican gue en leches UHT el contenido en
LAL no deberia exceder los 75mg/kg.

1.3.5. Isomerizacidén y degradacidn de lLactosa.

Los glicidos de la leche estdn compuestos mayoritariamente
por lactosa (5%), junto con la presencia de otros azGcares en
pequefnas cantidades como glucosa y galactosa. En leches en polvo
el contenido en lactosa es del 52%, mientras que en el lactosuero

en polvo el porcentaje es del 70%.

La lactosa (4-0-f-D-galactopiranosil-D-glucosa) es
sintetizada en las glandulas mamarias del animal por la accién
conjunta de la N-galactosiltransferasa y la lactosasintetasa (a-
lactoalbGmina). En la leche se encuentra en solucidn en una
mezcla de sus isdmeros a-lactosa y R-lactosa. En la figura 6 se

representa la estructura de la molécula.

Ambas formas isoméricas tienen gran importancia en la leche
debido a sus diferentes propiedades de scolubilidad vy
cristalizacién. La baja solubilidad de este azicar puede
ocasionar problemas de cristalizacién en el procesado de
determinados productos lacteos. Este efecto puede ser ventajoso
en otros casos como el de la granulacién de leches en polvo para
mejorar sus propiedades de humectabilidad y dispersabilidad. La
absorcisén de una cantidad de agua suficiente hace que cristalice

una parte de la lactosa provocando la adhesidn de las particulas
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de polvo.

H CH,OH

OH OH

OH
o -Lactosa

Figura 6. Formas anoméricas de la lactosa en solucidn.
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La lactosa tiene gran importancia en las modificaciones
sufridas por los componentes lAacteos comoc consecuencia del
tratamiento térmico, participando en dos de las reacciones mas
importantes producidas durante este proceso como son la reaccioén
de Maillard y la formacién de lactulosa. La primera de ellas se
vera detalladamente en otro apartado, por 1o cual nos referiremos

agqui exclusivamente a la formacién de lactulosa.
1.3.5.1. Lactulosa.

La lactulosa (4-0-B-galactopiranosil-D-fructosa) es un
disacarido producido por isomerizacidén de la lactosa cuando esta
se calienta en soluciones alcalinas, y durante el tratamiento

térmico de la leche.

Fué detectada por primera vez por Montgomery y Hudson
(1930), quienes la aislaron de una solucidén de lactosa en agua
saturada con hidréxido cidlcico calentada a 35°C durante 36 horas.
Estos autores postulan que se forma a partir de la lactosa
mediante la transformacidén de Lobry de Bruyn y Alberda van
Exenstein (1897), por la cual la mitad glucosa se isomeriza a

fructosa catalizada por grupos hidroxilo.

La lactulosa es un azdcar gue apenas se absorbe ya gue no
es hidrolizado por 1los enzimas especificos de la mucosa
intestinal. Fermenta en el colon tranformdndose en dcidos ldactico
y acético, proveyendo al intestino grueso de una fuente de
carbono junto con el desarrollo de un pH bajo que favorece el
crecimiento del Bifidobacterium bifidum (Méndez y ©Olano, 1979).
Es por ello que este azlcar se incorpora a algunas leches

destinadas a la alimentacién infantil.

Por otra parte se ha demostrado que pacientes intolerantes
a la lactosa pueden ser sensibles a la lactulosa presente en
leches procesadas, presentando diarreas debido a su efecto

laxante (Hendrickse y col., 1977).
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La Jlactulosa se encuentra en leches en c¢inco formas

anoméricas, que se representan en la figura 7.

oM CH; OH
H __ cH, OH H __on
OoH CH
H H
H
H ¢ -Piranosa
B-Plrancsa
OH ?HPH
H CH,0H OH —C—H
|
0 —C—H
|
H—C —OH
|
C=0
Forma aciclica |
CHLPH
chH CH OH

&
CHPH oM
M CH 20H CH ;OH
N
o
o oH
H

H
g-Furanosa o -Furanosa

Figura 7. Isdémeros posibles de la lactulosa en solucién.
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La 1lactulosa formada se degrada ré4pidamente a 4&cidos
sacarinicos y galactosa, que a su vez son degradados para dar
compuestos Acidos. Corbett y Kenner (1953) estudiaron, por
cromatografia en papel, la descomposicién de la lactosa disuelta
en agua saturada con cal a 25°C, detectando lactulosa, galactosa,
tagatosa, talesa y Acido sacarinico. 0Olano y Martinez-Castro
(1981) indican dos posibles vias de degradacién de lactulosa: (1)
Via enediocl con adicién de un protén para formar la aldosa
epimera, epilactosa; (2) Por B-eliminacidén con formacion de
galactosa y Acidos sacarinicos. Debido a las mayores
concentraciones de galactosa frente a las de epilactosa
encontradas en leches, estos autores sugieren que la degradacidén

tendria lugar preferentemente por la via de la B-eliminacién.

Lactosa;;:éé_tactulosa._ﬁA;Acidos sacarinicos+Galactosa —aTagatosa —pProductos &cidos

Epilactosa Talosa

Fué Adachi (1957) el primero en detectar la lactulosa en
leche evaporada. Este mismo autor, en trabajos posteriores (1958,
1959), y en el estudio de diferentes sustratos como leche
esterilizada en autoclave, 1leche desnatada y soluciones de
lactosa-caseina, observa por cromatografia en papel, una
disminucién en el contenido de la lactosa inicial, un aumento de
la galactosa y la formacién de lactulosa y un nuevo monosacéarido,
tagatosa. Comprobd que el contenido en lactulosa aumentaba en

funcién del tratamiento térmico.

Adachi y Patton (1961), en una revisidn sobre la presencia
de lactulosa en leche calentada, indican que la formacidén de este
azlcar tiene lugar por dos vias, isomerizacién de la lactosa en
medio basico y via reaccidén de Maillard por hidrélisis del
compuesto de Amadori lactulosil-lisina. Sin embargo estudios
posteriores (Richards y Chandrasekhara, 1960; Richards, 1963) han
demostrado que la degradacidén de lactulosil-lisina no conduce a

la formacién de lactulosa por hidrdlisis del enlace amino-
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carbonilo, que por otra parte, y segin observo Hodge (1955),

presenta una gran estabilidad frente a la hidrélisis.

La formacidén de lactulosa en leche depende fundamentalmente
de la severidad del tratamiento térmico (Adachi, 1958; Martinez-
Castro y Olano, 1978; Geier y Klostermeyer, 1983; Andrews, 1984),
y del pH, a medida que aumenta el pH aumenta su formacién (Adachi
y Patton, 1961; Martinez-Castro y O©Olano, 1980; Geier vy
Klostermeyer, 1983). Seglin Adachi y Patton (1961), Richards vy
Chandrasekhara (1960) y Richards (1963) los grupos aminos de las
caseinas de la leche tendrian también un efecto catalizador. Sin
embargo estudios posteriores (Greg y Payne, 1985; Andrews y
Prasad, 1987) han demostrado, tanto en el estudio de sistemas
modelo como de leches, gque las proteinas no catalizan 1la
reaccidn, e incluso al aumentar su concentracidén presentan un
efecto inhibidor. Lo que si parece demostrado es que un aumento
en la concentracidén de los fosfatos y citratos aumenta la
formacidén de lactulosa (Martinez-Castro y Olano, 1980;
Klostermeyer y Geier, 1983; Martinez-Castro y col., 1986), debido

probablemente a un aumento en el pH.
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1.4. PARAMETROS UTILIZADOS EN LA EVALUACION DEL DETERIORO DE LOS
CONSTITUYENTES.

Como ya se ha indicado en el apartado anterijior, son tres
fundamentalmente, 1las reacciones responsables del deterioro
sufrido por las fracciones de carbohidratos y proteinas durante
el tratamiento térmico y la conservacidén de leches. La evaluacidn
de estas modificaciones puede llevarse a cabo mediante 1la
determinacién de una serie de parametros tales como los que se

indican en el siguiente esquema:

~ Compuestos de la reaccidén de Maillard:
Lisina disponible
Hidroximetil furfural (HMF)
Furosina
Otros compuestos

~ Isomerizacidén y degradacién de la lactosa:
Determinacién de lactulosa.

~ Degradacidén de las seroproteinas:

Determinacidén de las seroproteinas no desnaturalizadas.
1.4.1. Determinacién de la lisina disponible.

Una de las determinaciones més fiables para evaluar la
reaccidén de Maillard es la medida de la lisina disponible o

reactiva, que es la lisina no ligada al carbohidrato.

La mayoria de los métodos utilizados se basan en la reaccidén
especifica de determinados compuestos con el grupoe e-amino libre
de la lisina: Fluorodinitrobenceno (FDNB, Carpenter, 1960), acido
trinitrobencenosulfénico (TNBS, Kakade y Liener, 1969), fijacién
de colorantes (Dye-binding, Hurrell vy Carpenter, 1975),
guanidacidén (Mauron y Bujard, 1964), reduccidén con borohidruro
(Thomas, 1972), etc.

El1 método FDNB consiste en la formacidén de un derivado de

lisina, dinitrofenil-lisina (DNP-lisina}, liberado por hidrélisis
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Acida y medido por colorimetria.

El método propuesto por Kakade y Liener (1969) se basa
también en la formacién de un derivado coloreado de la lisina con
el TNBS, trinitrofenil-lisina (TNP-lisina), que es medido

colorimetricamente.

El método propuesto por Hurrel y Carpenter (1975) se basa
en la fijacién de <colorantes aniénicos (Orange 12, Remazol
Brilliant Blue R) a un bajo pH sobre los grupos amino de la

lisina.

El método de guanidacidn se basa en la transformacién de la
lisina con su grupo e-amino libre en homoarginina y su posterior
medida por GLC previa formacién del N-trifluoroacetil n-butil
ester. La formacién de homoarginina requiere tiempos
excesivamente largos (4 dias}, por lo que este método ha sido muy

poco utilizado.

Estos métodos son poco especificos por lo cual las medidas
de lisina suelen ser errdneas. Estudios posteriores han
introducido modificaciones encaminadas a disminuir los tiempos
de andlisis, asi como a obtener una mayor precisién en la medida
de los derivados. Tomarelli y col. (1985) miden la lisina
reactiva en férmulas infantiles utilizando el método TNBS,

determinando la e¢~TNP-lisina por HPLC.

Se ha intentado también la medida de la reaccidén de Maillard
mediante la determinacién del compuesto de Amadori formado en las
primeras etapas. Henle y col. (1991) determinan el porcentaje de
lisina ligada o no disponible en muestras de leche por medida
directa de lactulosil-lisina realizando una hidrélisis enzimatica

previa.

Los resultados obtenidos por los diferentes autores varian
en funcidén de los distintos métodos aplicados. En la tabla II se

incluyen los porcentajes de pérdida de 1lisina disponible en
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leches liguidas segGn el tratamiento térmico aplicado.

Tabla II. Porcentaje de pérdida de la lisina disponible en leche

sometida a distintos tratamientos térmicos (Burton, 1984).

Pérdida de lisina disponible (%)

Referencia Pasterizacion UHT directo UKT indirecto Esterilizacisén
Vuyst vy col. (1972) 1,9 - - 3,3
Renner (1974} 1-2 3-4 &-10
Blanc (1977) 0,7-1,1 1,4 1,7 6,2
Mottar y Naudts (1979) 2 4,3 6,5 9,9
Blanc (1980) 0,61-0,74 0,49 0,86 -
Renner y Dorguth (1980} - 3 4 -
Finot y col. (198%1) - 0 - 11-13
Moller (1981) - 2,2-2,3 -

Segln Van den Bruel y col. (1971) las distintas condiciones
de preparacién de leches en polvo no suponen una pérdida de
lisina, como ya indicaran Pol y Groot (1960). Para Mauron y col.
(1955) y Okamoto y Hayashi (1985) esta pérdida es del 3,6% y del

2% respectivamente.

La conservacién de leches en polvo tiene gran importancia
ya que pequenos incrementos de temperatura y humedad originan una
fuerte reactivacidn de la reaccidn de Maillard. Para Richards
(1963), el almacenamiento de leches en pelvo a 45°C y con un 75%
de humedad relativa presenta una gran pérdida de 1lisina
disponible que es maxima entre los 20 y 40 dias, estabilizéndose
hasta los 120 dias. Kieseker y Clarke (1984) determinan la
pérdida de lisina disponible en el almacenamiento de leches en
polvo elaboradas a baja, media y alta temperatura, y conservadas
a 10, 20, 30 y 40°C. A 10°C 1las pérdidas de 1lisina son

respectivamente de 2; 6 y 12,1%. A 40°C estos valores aumentan
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hasta 23,5; 27,5 y 35,3%. Al almacenar leches con un contenido
de humedad del 5% a 40°C los porcentajes aumentan hasta 45, 42
Yy 53%.

Okamoto y Hayashi (1985) observan que el aumento en la
pérdida de lisina solo tiene lugar en el almacenamiento a 40°C
y con una actividad de agua (a,) mayor de 0,40, siendo del 5%
para una a, de 0,57 y del 29% para una a, de 0,80.

1.4.2, Determinacién de HNF.

La determinacién del hidroximetil furfural (HMF) ha sido
ampliamente utilizada como medida de la reaccién de Maillard, al
formarse dicho compuesto en la degradacidén de los compuestos de
Amadori. Keeney y Bassette (1959) propusieron un métedo
colorimétrico para la determinacién de HMF en leches
esterilizadas. Este método permite la cuantificacién tanto del
HMF libre como la de HMF libre mads HMF potencial, denominado HMF
total, y sique siendo en la actualidad uno de los mas utilizados.
Presenta el inconveniente de que el reactivo utilizado no es
especifico para el HMF, pudiendo reaccionar con otros compuestos
carbonilicos procedentes de la reaccidén de Maillard. Van Boekel
y Rehman (1987), y posteriormente Morales y col. (1992), proponen
un método r&pido y especifico para la determinacién de HMF en
leches por HPLC.

En la tabla III guedan reflejados los valores de HMF
recogidos de la bibliografia para los distintos tratamientos

térmicos.

Estos resultados son dificiles de interpretar si tenemos en
cuenta los resultados obtenidos por Klostermeyer y col. (1978),
Konietzko {1981) y Dehn-Miller y col. (19381) referentes al
contenido de HMF en leches no calentadas gque es respectivamente
de 11,1 umol/l, 2,7-5,3 umol/l y 6,6. Ademas, los valores

correspondientes a leches esterilizadas en recipientes herméticos
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de 14 pmol/l (Schmidt y Renner, 1978), 12-24 pmol/l (Mottar y
Naudts, 1979) y 12 umol/l (Konietzko, 1981) se superponen con los
correspondientes a leches UHT indirecto.

Tabla III. Concentracidédn de hidroximetil-furfural (HMF) en leche
cruda y procesada (O’Brien y Morrisey, 1989).

HMF (umol/L)

Referencia Cruda Pasterizada UHT directe  UHT indirecto Esterilizacidn
Zadow (1970) - - - 10!, 20° .
Klostermeyer y col. (1978) 1,1 - - - -
Schmidt y Renner (1978) - - - - 13,7
Mottar y Naudts (1979) - - 3,1-7,4 5,2-16,8 11,7-24,1
Mottar y col. (1979) - - 4-16 - -
Toter (1979) . . tr-9,2 . -
Renner y Derguth (1980) - - 4,3-10,4 6-21,4 -
Konietzko (1981) 2,7-5,3 - - - 12
Dehn-Malter y col. (1991) 6,6 - tr-22 -

! Leche entera. 2 Leche desnatada.

Burton (1984) en una revisién sobre el contenido de HMF en
leches liquidas, concluye a partir de los resultados obtenidos
por los diferentes autores que la determinacién de HMF no puede
ser considerada como una medida adecuada para establecer la
severidaqd del tratamiento térmico aplicado, ya que los contenidos

iniciales de HMF en leche cruda presentan una gran variabilidad.

Durante el almacenamiento de leches UHT Fink y Kessler
(1986) no observan variaciones significativas en el contenido en
HMF durante un periodo de seis meses a 4 y 20°C. Sin embargo la
conservacidén a 35°C produce un aumento en HMF que es ligeramente
superior en leches UHT indirecto. Resultados similares son
obtenidos por Malatje (1986) en el almacenamiento de leches UHT
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a 30 y 40°C durante seis meses.

El efecto del tipo de precalentamiento en la fabricacidén de
leches en polvo sobre los contenidos de HMF ha sido estudiado por
Baldwin y Ackland (1991). Estos autores observan que aumentando
la intensidad del tratamiento térmico se produce un ligero
aumento en el contenido de HMF, y la conservacién de la leche a
30°C durante 12 mesesS supone un incremento del HMF que alcanza

valores maximes a los nueve meses.

1.4.3. Furosina

La furosina es un derivado de 1lisina obtenida en 1la
hidrélisis acida de los compuestos de Amadori, fructosil-lisina

y lactulosil-lisina (figura 8).

Dichos compuestos, y en especial lactulosil-lisina, se
forman mayoritariamente en leche en las primeras etapas de 1la
reaccién de Maillard como consecuencia de las condiciones
moderadas de calentamiento aplicadas durante el procesamiento de

leches.

Por todo ello la furosina ha sido considerada hasta el
momento como el ma&s valioso indicador de la pérdida de valor
nutritivo de la proteina ligada a los azlGcares reductores como
consecuencia de la reaccidén de Maillard en alimentos, ya que su
medida es un indice de la cantidad de 1lisina ligada como

lactulosil-lisina y por tanto no disponible biologicamente.

La furosina fué detectada por primera vez por Erbersdobler
Yy Zucker {1966) en hidrolizados de  leches en polvo
sobreprocesadas, como un pico desconocido que elula detras de
arginina en los cromatogramas obtenidos en el analisis de

aminocacidos.

41



(Galactosa)-Glucosa + Lisina-Proteina

1. Compuesto de adicion LISINA

!

2. Glicosilamina N-sustituida +
Lisina
3a. Base de Schiff |
l — C - CH2
3b. Forma enol '
O
l Hidrolisis
4. (Galactosa)-Fructosil-lisina-Proteina > FUROSINA
acida
- +
Nor-leucina
l
~CH,4
¥

Pardeamiento OH |

O
PIRIDOSINA

Figura 8. Esquema de las primeras etapas de la reaccidén de Maillard y de la formacidn
de Furosina y Piridosina



Briiggeman y Erbersdobler (1968) detectaron este mismo
compuesto en la hidrdlisis de 1los productos de reaccidn
resultantes del calentamiento de glucosa con lisina, y en 1la
hidrélisis de fructosil-lisina [e-N-(1-desoxi-D~-fructosil)-L-

Lisina].

Finot y <col. {(1968) corroboran los resultados de
Erbersdobler y Zucker (1966} en mnuestras de leche, y obtienen
dicho compuesto, con un rendimiento constante, de la hidrélisis
acida de fructosil y lactulosil-lisina sintetizadas. Asi mismo
realizan su aislamiento y purificacién por cromatografia en
columna de intercambio iénico, y proceden a la elucidacidén de su
estructura por espectrometria infrarroja, de masas, resocnancia

magnética nuclear y espectroscopia UV-Visible.

El compuesto es identificado como furosina [e-N-(2-
furoilmetil)~L-lisina] (Finot y col., 1968 y Heyns, 1968).

Nakai y col. (1975) proceden al aislamiento y purificacién
de furosina a partir del calentamiento de caseina con glucosa.
Los resultados obtenidos concuerdan con los de Finot y col.
(1968) .

Finot y col. (1969) encuentran un segundo pico procedente
de la hidrdélisis de fructosil-lisina, identific&ndolo como
piridosina [e-1,4-dihidro-6-metil-3-hidroxi-4-oxo-1~piridil)~L-
norleucinal. Su cuantificacidén, sin embargo, resulta complicada

ya gue eluye en una zona de gran solapamiento de compuestos.

Las condiciones de hidrolisis utilizadas son determinantes
en los rendimientos obtenidos en la formacidén de furosina, y los
datos reflejados en la bibliografia son a veces contradictorios.

Finot y col. (1981) llevan a cabo la hidrélisis calentando
la muestra a reflujo con &cido clorhidrico 6 y 7,75 M a 110°C
durante 24 horas. En el caso de los compuestos de Amadori

lactulosil-lisina Yy fructosil-lisina sintetizados, los
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rendimientos varian con la molaridad del &cido. Las muestras de
leche, sin embargo, presentan un mayor rendimiento en 1la
formacién de furosina que los compuestos de Amadori libres para
una misma normalidad de HCl. Los resultados obtenidos son los

indicados en la tabla IV.

Tabla IV. Rendimientos de lisina y furosina en la hidrélisis
dcida de los compuestos de Amadori segiin Finot y col. (1981).

Hidrélisis acida

HC1l 6N HCl 7.75N

Pesoxi-cetosil-lisina libre

Lisina regenerada (%) 49.8 43.8

Furosgina (%) 20.3 29.3
Desoxi-lactulosil-lisina
ligada a proteinas

Lisina regenerada {%) 40.0

Furosina (%)} 32.0

Erbersdobler y Dehn-Miiller (1989) obtienen un rendimiento

superior (40%) al utilizar una mayor normalidad de HC1l (7,78).

Molnar—-Perl Y col. (19886) estudian la relacidn
furosina/piridosina en la hidrélisis de fructosil-lisina
sintetizada y de proteinas vegetales, variando los tiempos de
hidrélisis y las concentraciones de HC1 utilizadas. Observan que
los contenidos mé&ximos en piridosina se obtienen con HC1l 6N,
aunque los de furosina aumentan con la normalidad del &cido, ¥y
los tiempos Optimos para la reaccidn son de 5 horas para el

compuesto de Amadori y 20-22 horas en el caso de las proteinas.
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Erbersdobler (1986} en una revisién de los trabajos
existentes sobre furosina, recoge los resultados obtenidos por
varios autores sobre los porcentajes de formacidén de furosina y
piridosina en la hidrélisis de distintos sustratos. En resumen
los factores de conversidén para furosina varian entre el 30-36%.

Recientemente Cefalu y col. (1991) realizan la hidrélisis
con Aacido clorhidrico 6N en fase de vapor de proteinas de la
membrana hepatica, obteniendo los mayores porcentajes de
formacidén de furosina a 1,5 y 6 horas, con lo cual se reducen

drasticamente los tiempos de analisis.

Es en la formacién de piridosina asi como en la regeneracién
de lisina donde existe una mayor discrepancia seglin los distintos
autores, Para la mayoria, la relacidén piridosina/furosina es
siempre inferior a 1, oscilando entre 0,3-0,5. Sin embargo, para
Steinig y Montag (1982) esta relacién en 1la hidrélisis de
fructosil-lisina es de 1,18, y para Henle y col. (1991) varia
segln el tipo de muestra, siendo de 2 en leches y 5 en soluciones

de caseina calentadas con lactosa.

La buena reproducibilidad en la formacidn de furosina ha
permitido su utilizacién en el calculo de los valores de lisina
disponible o reactiva y lisina ligada.

1.4.3.1. Métodos de andlisis de furosina.

La técnica m&s utilizada en la determinacidén de furosina,
desde su identificacidén en hidrolizados acidos de leche, es la
cromatografia de intercambio iénico (IEC) con el emplec de
autoanalizadores de amincacidos (Finot vy col., 1977;
Erbersdobler, 1979; Erbersdobler y col., 1979; Finot y col.,
1981; Hurrell y col., 1983; Molnar-Perl y «col., 1986;
Erbersdobler y col., 1987). La cuantificacién se realiza por
colorimetria de los derivados obtenides en la reaccidn con
ninhidrina, wutilizandose como sustancias de referencia los

aminodcidos arginina y lisina generalmente.
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Esta técnica no ha permitido hasta muy recientemente
(Erbersdobler y col., 1984, 1987) la deteccidédn de furosina en
muestras de leche UHT. El desarrollo de nuevos equipos méas
sofisticados y el empleo de un detector de fluorescencia con una
mayor sensibilidad, ha hecho posible la determinacién de furosina
en este tipo de muestras. Erbersdobler y col. (1987) establecen
unos niveles de furosina en el rango de 8-14 mg/l en el
tratamiento UHT directo, 15-53 mg/l en el UHT indirecto y 60-80
mg/1l para la esterilizacidén clésica. Posteriormente Nangpal y
Reuter (1990) y Dehn-Miller y col. (1991) encuentran unos

contenidos de furosina semejantes para los tres tipos de leches.

Los mayores inconvenientes de esta técnica analitica son los
largos tiempos de andlisis asi como 1la necesidad de

derivatizacidén de las muestras para su deteccién.

Sleicher y Wieland (1981) son los primeros en utilizar la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para la
determinacidén de furosina en muestras bioldgicas de pacientes
diabéticos. Para ello utilizan una columna C;g de 54 de didmetro
de particula. El eluyente utilizado es acido fosférico 5,6 mM a
un flujo de 1ml/min, y detector UV a 280nm. La calibracidén se

realiza con el empleo de fructosil-lisina como patrén.

Asi mismo, Chiang (1983) determina el contenido en furosina
en alimentos desecados por medio de la HPLC. La columna utilizada
es una Cg de 10u de tamafio de particula. E1l eluyente es tampdn
acetato 0,5% llevado hasta pH=4,6 con acido acético glacial a un

flujo de 2 ml/min. La deteccién se realiza también a 280nm.

Posteriormente Drexel y col. (1987) modificando el método
de Schleicher y Wieland (1981), logran reducir los tiempos de
andalisis aumentando la resolucidén de los distintos componentes,
consiguiendo simultaneamente una mayor duracidén de las fases

estacionarias.

Son sin embargo Resmini y col. (1990) quienes utilizan por
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primera vez la cromatografia liquida de alta eficacia en el
anadlisis de furosina en leche liguida. La columna utilizada es
una Cg, termostatizada a 35°C. La elucién de la nmuestra se
realiza con el empleo de un gradiente binario siendo el eluyente
A una solucién al 0,5% de Aacido acético y el eluyente B una
mezcla de ClK al 0,3% y a4cido acético 0,5% en agua. La deteccidn
es a 280nm. Para la calibracién utiliza 2-acetil furanoc como
patrén externo., Con este método consiguen detectar por primera
vez furosina en leche pasteurizada (1-1,6 mg/l) y en leche cruda
(1mg/1l). La cuantificacidén de furosina en leches sometidas a
distintos tratamientos térmicos muestra unos valores de 19-73
mg/l en leches UHT, 99-138 mg/l en leches esterilizadas y 106-960

mg/l en leches en polvo.

Bliser y Erbersdobler (1985) utilizan por primera vez 1la
cromatografia de gases (GLC) para la determinacidén de furosina,
piridosina y 1lisinoalanina. Las muestras son derivatizadas
formando los heptafluorobutiril isobutil esteres, y la deteccién
se lleva a cabo con el empleo de un detector especifico de P-N
(NPD) . Los resultados obtenidos se correlacionan bien con los
determinados por cromatografia de intercambic iénico (IEC)
(Erbersdobler, 1984}).

Cefalu y c¢ol. (1991) utilizan 1la cromatografia de
intercambio iénico de alta eficacia (Dionex) ©para 1la
determinacidn de furosina en muestras biolégicas. Usando una
columna CarboPack de S5u de tamafio de particula, con el empleo de
NaOH 150mM como eluyente y deteccidn amperométrica, la furosina

eluye en 5 minutos.

l.4.4. Otros compuestos.

La formacidn de compuestos coloreados en la reaccibébn de
Maillard ha sido utilizada para determinar la extensidn en que
esta se produce en alimentos por medida del color desarrollado.
Este método tiene poca aplicacién en la actualidad debido a

varios hechos. Por una parte, los tratamientos térmicos a gue son
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sometidos los productos 1lacteos son moderados con lo cual
generalmente no se produce un pardeamiento visible. En segundo
lugar, 1la esterilizacién UHT produce un blanqueamiento de 1la
leche como consecuencia del aumento en el tamafio de las micelas
de caseina (Singh y Patil, 1990). Por todo ello, esta
determinacién solo ha sido realizada en estudios de conservacidn
y en condiciones muy dréasticas (Andrews, 1963; Kieseker y Clark,
1984).

Otro de los métodos desarrollados para la determinacién de
la reaccidn de Maillard es la evaluacidén colorimétrica de 1la
proteina ligada a azficares reductores (PRS), propuesto por Choi
(1949). Sin embargo no ha sido muy utilizado, ya que la presencia
de otras sustancias reductoras como los grupos -SH de las

proteinas desnaturalizadas pueden interferir en la reacciédn.

En el transcursc de la puesta a puntc de un método de
andlisis de furosina por cromatografia de gases, Bliser vy
Erbersdobler (1985) detectan un nuevo compuesto procedente de la
hidrélisis, que es identificado posteriormente como N-¢-
carboximetil 1lisina mediante el acoplamiento CG-EM (Bliser vy
Erbersdobler, 1986 y Biiser y col., 1987). Sin embargo este
compuesto ya fué identificado por Ahmed y col. (1985, 1986),
Baynes y c¢ol. (1986) y Liardon y col. (1987) en muestras
biolégicas en el andlisis de proteinas glicosiladas.

Al igual que la furosina, la carboximetil 1lisina podria
servir de indicador de las primeras etapas de la reaccidén de
Maillard en leche, ya que su concentracién depende de la cantidad
de lactulosil-lisina presente, y aumenta con la severidad del
tratamiento térmico. Sin embargo, la relacién entre furosina y
carboximetil lisina no es siempre constante, segin demuestran los
trabajos de Biiser y Erbersdobler (1986) y Biliser y col. (1987).
Esto puede ser debido a la influencia de otros factores en su
formacién como la existencia de procesos oxidativos, 1la

alcalinidad de las muestras, etc.
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Los tratamientos térmicos muy severos facilitan el progreso
de la reaccién de Maillard, y en alimentos muy calentados el
grado de pardeamiento puede ser estimado por medida de
determinados compuestos caracteristicos de estas etapas
avanzadas. La determinacién de volatiles resultantes de 1la
degradacidén de Strecker (Eichner y Ciner-Doruk, 1981) asi como
la de CO, (Chang y Min, 1986) ha sido utilizada.

Por Giltimo, la deteccién de un nuevo compuesto identificado
como e€-pirrol-lisina (Nakayama y col., 1980) ha sido objeto de
varios trabajos encaminados a establecer métodos para 1la
determinacidén de este compuesto como indicador de las etapas
avanzadas de la reaccidn de Maillard. Chiang (1988) establece un
método por HPLC para la determinacién de pirrol-lisina en varios
alimentos. La columna utilizada es una Cg de 5u de tamafio de
particula. El1 eluyente es un tampdn acetato al 0,5% y pH 4,3 a
un flujo de 1,6 ml/min, utilizando un detector electroquimico.
Los resultados obtenidos muestran que mientras el contenido en
furosina disminuye con el calentamiento prolongado, e€-pirrol-
lisina aumenta progresivamente. Schiifler y Ledl (1989) modifican
el método anterior. La deteccidn la realizan en el UV a 295 nm,
y como eluyente utilizan un buffer acetato 1,5M con la adiciédn

de un 2,6% de cianometano y un 1,3% de tetrahidrofurano.

1.4.5. Determinacién de lactulosa.

De 1los diferentes métodos existentes para estimar el
tratamiento térmico sufrido por una leche, la determinacién de
lactulosa es el m&s utilizado. Martinez-Castro y Olano (1978)
pusieron de manifiesto que las leches esterilizadas tienen un
mayor contenido en lactulosa que las leches UHT, y estas a su vez
gue las leches pasterizadas. Por ello, estos mismos autores
proponen en 1980 la determinacién de lactulosa como indice del

tratamiento térmico aplicado.

Existen una gran variedad de técnicas analiticas para la
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determinacién de lactulosa en leches. El1 mayor problema en la
cuantificacién es la elevada concentracién de lactosa comparada
con la de lactulosa. Alqunos de estos métodos incluyen etapas de
separacién o el uso de reacciones especificas de aldosas para
eliminar 1a lactosa y cuantificar 1la lactulosa por métodos
especificos de cetosas (Andrews, 1986). El resto incluyen métodos
espectrofotométricos, enzimdticos y cromatograficos, siendo estos
Gltimos a los que nos referiremos mas extensamente debido a su
mayor sensibilidad y precisiodn.

1.4.5.1. Métodos espectrofotométricds.

Estan basados en la medida de la densidad éptica de los
productos de reaccién de la lactulosa con reactivos especificos
de cetosas. Se pueden citar entre otros los trabajos de Adachi
(1959, 1965) en los gque mide la coloracién producida al anadir
a la leche desproteinizada clorhidrato de cisteina, &cido
sulfidrico y carbazol, o la producida por la reaccién de oxidacién
de las aldosas a acidos aldénicos en presencia de hipoyodato.
Zagrodzki y col. (1968) hacen uso de la reaccidén de la antrona
en medio acido. Todos estos métodos presentan el inconveniente
de necesitar niveles relativamente altos de lactulosa. Agdhikari
Yy col. (1991) proponen un nuevo método basado en la propiedad de
la lactulosa de producir una tonalidad roja en el calentamiento
con &cido sulflGrico 6,4 N. Esta reaccidén es mucho més especifica
para las cetosas que para las aldosas, por lo que los elevados
contenidos de lactosa en leche representan una bajisima
interferencia. Su utilizacibén permite la deteccidn como minimo
de 10 mg/100 ml de lactulosa.

1.4.5.2. Métodos enzimaticos,
Geier y Klostermeyer (1980) proponen un método enzimatico
basado en la utilizacidén de seis enzimas, seguido de una medida

colorimétrica a 340 nm. El procedimiento es laborioso y se

utiliza en Alemania como método de referencia. Este método fué
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modificado por Andrews (1984) reduciendo la cantidad de enzimas
necesarios para el andlisis. Kuhlmann y col. (1991) establecen
un micrométodo automatizado basado en el propuesto por Gelier y
Klostermeyer (1980), en el cual se reducen los tiempos de

andlisis y el gasto de enzimas.

1.4.5.3. Métodos cromatogréficos.

Dentro de ellos se incluyen la cromatografia en papel y en
capa fina, la cromatografia liquida de alta eficacia y 1la

cromatografia de gases.

Los primeros estudios sobre determinaciédn de lactulosa por
métodos cromatograficos, se llevaron a cabo mediante cromatogra-
fia en papel. Posteriormente, se empled la cromatografia en capa
fina, mas ré&pida que la anterior. Martinez-Castro y col. (1987)
hacen una extensa revisidén en cuanto a soportes, eluyentes y
reveladores empleados en la determinacién de lactulosa. Esta

técnica solo se utiliza en el analisis cualitativo.

Cromatografia de liguideos de alta eficacia (HPLC).

Una de las primeras técnicas utilizadas en el analisis de
lactulosa fué 1la cromatografia de intercambio 1idénicc en
condiciones isocraticas (Verhaar y col., 1979) o en gradiente
(Ersser y Mitchel, 1984), con el empleo de diferentes tipos de
columna: Dowex (Carubelli, 1966), Aminex (Verhaar y col., 1979}

y columnas de polietilenamina preparadas en el laboratorio (Bilik
y col., 1979).

Dentro de esta técnica, la fase inversa ha sido ampliamente
utilizada (Brons y Olieman, 1983; Nikolov y col., 1985). También
se han utilizado columnas de silice con algin modificador en el
eluyente (Greiqg y Payne, 1985). En todos los casos el eluyente
empleado fué una mezcla de acetonitrilo-agua con un porcentaje
6ptimo de acetonitrilo de 70-80% dependiendo del tipo de columna.
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El empleo de otro tipo de columnas como las de silice-amino
ligadas presenta el inconveniente de gue pueden formarse bases
de Schiff, aungue este efecto puede paliarse utilizando columnas

de silice diol modificadas (Brons y Olieman, 1983).

El sistema de deteccién en todos los casos es el indice de
refraccién, ya gue la lactulosa no posee ninglGn grupo croméforo
ni fluordéforo, y por tante no puede ser detectada ni por
absorcién en la regidn UV-Visible, ni por fluorescencia. El uso
de este tipo de detector implica que la elucidn debe realizarse
de forma isocritica (Parrish y col., 1980; Brons y Olieman,
1983) .

Existen diferentes métodos de derivatizacidn post-columna
basados en la reaccién con la antrona (Carubelli, 1966), con el
orcinol (Verhaar y col., 1979) o con 2-2’bicinconinato (Ersser
y Mitchell, 1984), hecho que permite la utilizacidén de gradiente

en el anadlisis.

Cromatografia de gases (CGL).

Con esta técnica se logra una adecuada separacién de la
lactulosa del resto de los carbohidratos, aunque es necesaria una
derivatizacién previa, y presenta la ventaja frente a la HPLC de

poseer una mayor sensibilidad con una reproducibilidad semejante.

La lactulosa eluye en un rango de temperaturas comprendido
entre 200~260°C, dependiendo del tipo de fase utilizada, soporte
y gas portador. Para la determinacidén de lactulosa se han
utilizado distintos tipos de columnas como columnas clasicas de
acero inoxidable, capilares de vidrio y silice fundida, Yy

columnas microrrellenas.
Las fases con las que se consigue una separacidén optima de
lactosa y lactulosa son la OV-17, 0OV-25 y SE-54 (Haverkamp Yy

col., 1971; Nikolov y Reilly, 1983). El uso de columnas capilares
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largas permite la separacién de ambos azlcares utilizando como
fase metil-siliconas como la SE-30, OV-1 y OV-101. Se ha
observado que la lactulosa se cromatografia como un pico agudo
y otro ancho que aparece come un hombro (Martinez-Castroy Olano,
1980; Nikolov y Reilly, 1983). Esto podria atribuirse a ura
incompleta derivatizacidén, lo gue daria lugar a una absorcidn
parcial sobre la columna aumentando asi la anchura del pico.
Olano y col. (1986) proponen un método basado en la utilizacidén
de columnas microrrellenas, con el cual se obtiene una resolucién
semejante a la obtenida con el empleo de columnas capilares pero

con una reduccién considerable en los tiempos de andlisis.

La determinacién cuantitativa de lactulosa por cromatografia
de gases en diferentes tipos de muestras ha sido objeto de varios
trabajos (Miiller y col., 1969; Demaimay y Baron, 1978; Laker,
1979). La cuantificacién de lactulosa en productos lacteos
requiere una previa extraccién de los azicares del resto de los
componentes, que se realiza, siguiendo el procedimiento de
Reineccius y col. (1970) pero omitiendo el uso de columnas de
intercambio iénico (Martinez-Castro y Olano, 1978, 1980), o
precipitando los otros componentes lacteos con metanol (Olano y
Martinez-Castro, 1981). A continuacién se liofiliza o se evapora
la muestra a baja temperatura para proceder a la derivatizacidn
de los azicares transformdndolos en los trimetilsilil-eteres que
se analizah por GC. Esta técnica permite cuantificar lactulosa
en leches pasterizadas cuyos contenidos en lactulosa son muy

bajos.

Los niveles de lactulosa en los distintos tipos de leche
coinciden segin todos los autores, y son los que se indican en
la tabla V.

La presencia de lactulosa en leches pasterizadas no ha
podido ser detectada cuando la determinacién se lleva a cabo
utilizando métodos enzimaticos. Sin embargo el empleo de la
cromatografia de gases permite la cuantificacién de lactulosa en

bajas concentraciones (Martinez-Castro y Olano, 1978).
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Tabla V. Concentraciones de lactulosa encontradas en leches

procesadas.
Lactulosa (mg/100 ml)

Referencias Pasterizacién UHT directo UHT indirecto Esterilizacidn
Marti{nez-Castro y Olano (1978) 4-15 10-30 85-200
Geier y Klostermeyer (1983) - 10-51 87-137
Andrews (19843 - 5-10 15-72 69-120
Nangpal y Reuter (1990) - 7-11 13-65 75-134

Junto con la determinacién de lactulosa, Olano y col. (1988)
y Olano y Calvo (1989) proponen que los niveles de epilactosa y
galactosa podrian ser utilizados también como indicadores del
tratamiento térmico. Estos niveles son superiores a 5y 16 mg/100
ml en leches esterilizadas, y presentan un rango de 1-3 mg/100
ml y 9-12 mg/100 ml en leches UHT, para la epilactosa y la
galactosa respectivamente (Martinez-Castro y Olano, 1980; Olano
y col., 1988; Olano y Calvo, 1989).

Por otra parte, el almacenamiento de leches liquidas a
temperatura ambiente no origina un aumento significativo en los
niveles de lactulosa (Andrews, 1984, 1985). Nangpal y Reuter
(1990) hacen un estudio de la conservacidén de leches UHT a 20,
30 y 50°C durante 6 semanas. A 20 y 30°C los incrementos de 2 y
4 mg/100 ml respectivamente son practicamente despreciables, sin
embargo a 50°C hay un aumento considerable de 80 mg/100 ml.

En leches en polvo, los niveles de lactulosa han sido muy
poco estudiados, presentando unos bajos contenides (Richards,
1963; Martinez-Castro y Olano, 1978).

Richards (1963) estudia el efecto de la conservacidn de
leche en polvo a 45°C con un 75% de humedad relativa. El

contenido en lactulosa aumenta ligeramente, mientras gue la mayor
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variacidén corresponde a la galactosa la cual aumenta

considerablemente hasta alcanzar un maximo y luego disminuye.
1.4.6. Deterninacidn de seroproteinas no desnaturalizadas.

El grado de desnaturalizacién de las seroproteinas depende
del tratamiento térmico aplicado a una leche, y puede ser
utilizado como indice del calentamiento. Por ello se han
desarreollade un gran nimero de métodos encaminados a evaluar el
grado de desnaturalizacién producido en leches procesadas. La
utilizacién mds frecuente de esta determinacién ha sido 1la
clasificacién de leches en polvo, en funcién de los distintos
tipos de precalentamiento aplicados previamente al proceso de

atomizacién.

El método mds utilizado en la clasificacidén de las leches
en polvo es el método ADMI propuesto por el American Dry Milk
Institute. Se basa en la determinacién turbidimétrica del
nitrégeno de 1las seroproteinas no desnaturalizadas (UMSPN),
obteniéndose la siguiente clasificacidn: bajo calentamiento
{mayor o igual a 6 mg UMSPN/g), calentamiento medio (5,99-1,51
mg UMSPN/g) y alto calentamiento (menor o igual a 1,5 mg
UMSPN/g). Sin embargo este método presenta algunos inconvenientes
en la determinacidén de la fraccidn nitrogenada, por lo que se han
desarrollado una serie de variantes encaminadas a mejorar 1la

exactitud de dicha determinacién.

La determinacién del "heat number"™ (IDF Standard, 1982),
basado en el procedimiento de Rowland (1938a y b), se exXpresa
como el porcentaje del nitrégeno caseinico insoluble a pH &acido
(4,8) frente al nitrdégeno total, y se basa en la medida del
porcentaje de seroproteina desnaturalizada unida a caseina. Segin
esta clasificacién para un nimero menor o igual a 80 se habla de
una leche en polvo de bajo calentamiento, y si es mayor o igual

a 88 de una leche de alto calentamiento.
Existen también métodos basados en la medida indirecta de

55



las seroproteinas desnaturalizadas, mediante el céalculo del
contenido en cisteina y «cistina, aminocdcidos presentes
mayoritariamente en las seroproteinas, del complejo aislado de
caseinas y proteinas desnaturalizadas (de Koning y col., 1976;

Mrowetz y Klostermeyer, 1977).

Son, sin embargo, los métodos cromatograficos 1los que
presentan una mayor exactitud. Gonzdlez~LLano y col. (19390) hacen
una completa revisidén de los métodos cromatograficos utilizados.
Las primeras separaciones de seroproteinas por HPLC se llevaron
a cabo por cromatografia de exclusién (Dicsady y col., 1980;
Dimenna y Segall, 1981) pero coh una incompleta resolucién de las
seroproteinas mayoritarias a-lac, B-lg y BSA. El desarrollo de
nuevas columnas mas eficaces ha hecho posible la resolucidén de
todas las proteinas del suero (Gupta, 1983; Murphy y Mulvihill,
1988). Otras técnicas utilizadas han sido la cromatografia de
intercambio iénico (Humphrey y Newsome, 1984; Andrews y col.,
1985; Bican, 1985; Manji y Kakuda, 1987; Hill y col., 1987), ¥y
la cromatografia en fase reversa (Pearce, 1983; Visser y col.,
1986, Kim y col., 1987, Parris y Baginski, 1991).

Muchos de los métodos citados se han utilizado en 1la
clasificacidén de leches procesadas (Manji y Kakuda, 1987), y
fundamentalmente en la clasificacidén de leches en polvo (Kneifel
y Ulberth, 1985; Van den Bedem y Leenheer, 1988; Parris y
Baginski, 1991).

Resmini y col. (1989%) proponen un método por HPLC de fase
reversa para la cuantificacién de seroproteinas no
desnaturalizadas, con el emplec de una columna polimérica y
trifluorcacético en el eluyente. En 1990, estos autores
establecen una diferenciacidn entre leches UHT directo, indirecto
y esterilizada en funcién del contenido en B-lactoglobulina. En
la actualidad se esta ensayando dicho método como método oficial
para diferenciar leches UHT de esterilizadas. Se propone como
limite inferior para las leches UHT un contenido de 20 mg/l de

B-lactoglobulina no desnaturalizada.
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1.5. OBJETIVOS.

La Federacidn Internacional de Lecheria, el grupo de
expertos de leche y productos lacteos de la C.E.E., asi como los
Organismos responsables del control de calidad de alimentos en
los paises industrializados, pretenden establecer los parametros
que permitan determinar de modo inequivoco la calidad de las

leches comerciales.

La mayor parte de los estudios realizados se basan en la
determinacidn de algin compuesto originado o transformado durante
el proceso térmico, que pueda ser utilizado como indicador de la
intensidad del tratamiento aplicado. No obstante, la diversidad
de factores que intervienen en el resultado del proceso térmico
(composicidén y calidad microbiana de la leche cruda, tipo de
sistema de tratamiento, pretratamiento de la materia prima, etc.)
hace que un solc indicador no proporcione informacién suficiente

para determinar la calidad del producto final.

El objetivo general de la presente memoria ha consistido en
el establecimiento de 1los pardmetros mas adecuados para la
determinacién de la calidad de la leche UHT y de la leche en

pelvo a lo largo del periodeo de vida comercial.

Para lograr dicho objetivo se ha elegido el estudio de tres
parametros: furosina, lactulosa vy B-lactoglobulina no
desnaturalizada, cuyos niveles en leche procesada dependen de

diferentes aspectos relacionados con la calidad.

1.6. PLAN DE TRABAJO.

El trabajo desarrollado en la presente memoria se llevo a

cabo en cuatro etapas consecutivas.
En la primera etapa se pusieron a punto los métodes

analiticos necesarios para la determinacidén de los parametros

ohjeto de estudio.
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En la segunda etapa se determinaron los niveles de dichos
parametros (furosina, lactulesa y B-lactoglobulina) en las leches

comerciales espafiolas.
En la tercera etapa se estudid el efecto de las condiciones
de conservacién de 1la leche en la formacién de furocsina y

lactulosa, asi como en la desnaturalizacién de seroproteinas.

En la cuarta etapa se estudiaron las transformaciones gque

tienen lugar en sistemas modelo de distinta complejidad.
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Il. MATERIALES Y METODOS




2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.
2.1.1. Sintesis de sustancias patrén.

Al no disponerse de patrones puros de fructosil-lisina,
furosina y piridosina en el comercio, se llevd a cabo su sintesis

tal y como queda reflejado en los apartados siguientes.

2.1.1.1. 8intesis de fructosil-lisina [Na~acetil-N¢-~(desoxi=~
1-D~fructosil-1)-L~Lisina]}.

Se procedidé a la sintesis de fructosil-lisina como compuesto
de Amadori precursor de furosina. Se eligidé frente a la sintesis
de lactulosil-lisina, al ser esta de bajo rendimiento y de

dificil purificacién.

La sintesis se realizd siguiendoc el método de Finot y col.
(1969). Se pesan 0,5 g de a-acetil-lisina y 3,25 g de D-glucosa,
afladiéndose 47,5 ml de metanol. La suspensién se calienta a
reflujo durante cuatro horas. La solucidén obtenida se enfria y
se concentra a vacio hasta la total eliminacién del metanol. E1
residuoc se disuelve en una minima cantidad de H,0 y se purifica

por cromatografia en columna de intercambio iénico.

La resina utilizada es una Dowex 50Wx4, 100-200 mesh (176
cm3), la cual se acondiciona mediante el siguiente
pretratamiento. Primero se lava con una solucidén de NaOH 2 N y
a continuacién con agua destilada. Se regenera con una solucién
de HC1l 2 N, volviéndose a lavar a continuacidn con agua hasta
obtener un pH neutro. La resina se activa en forma de "piridina"
con la utilizacidn de una solucidén acucsa de piridina 2 M, se
lava seguidamente con H,0 y se eluye con el tampdn formiato de
piridina 0,2 M de pH=3,25. La solucién tampdn se prepara
ajustando el pH de una solucidén de piridina 0,2 M con acido

férmico.
Una vez acondicionada la columna se deposita la muestra,
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eluyéndose en un principio con 200 ml aproximadamente de agua,
con el fin de eliminar el exceso de azucar. A continuacién se
pasa el tampén formiato de piridina recogiéndose fracciones de
15 ml. El seguimiento de las fracciones se realiza por medio de

la cromatografia en capa fina (CCF}).

La purificacién se lleva a cabo por recristalizacidn. Para
ello, las fracciones que contienen fructosil-lisina se liofilizan
y redisuelven en un volumen peguefic de metanol. La adicidén rapida
de 2-butanona en exceso, con agitacidon durante veinte horas,
provoca la precipitacién de dicho compuesto. El1 precipitado se
filtra'y se lleva a estufa de vacio hasta obtener un pesc

constante.

La confirmacidén de la estructura y el grado de pureza de la

fructosil-lisina sintetizada se lleva a cabo por microanalisis.

2.1.1,2. S8intesis de furosina [&-~N=-{2-furoil-metjil)-L=-
lisina] y piridosina {[e€-(1,4-dihidro-6-metil-3-hidroxi-4-

oxo-1l-piridil)-L-norleucinal.

Se realiza partiendo de 500 mg de a-acetil-fructosil-lisina
pura, a la cual se afiaden 500 ml de HCl 6 N y se calienta a
reflujo durante 24 horas (Finot y c¢ol., 1968). La solucién
resultante se concentra a sequedad a vacic, disolviéndose el
residuc seco en una pequeia cantidad de agua para proceder a su
purificacién. Esta se llevd a cabo por cromatografia en columna
de intercambio ibénico, utilizando una resina Dowex 50Wx4 (345
cm3) en forma &cida. La elucién se realiza con una soclucién de

HCl 2 N y se recogen fracciones de 20 ml.
La estructura de furosina se confirma por resonancia

magnética nuclear (RMN), infrarrojo (IR) y espectroscopia UV

(UV), vy la de piridosina por RMN y UV,

61



2.1.2. Preparacién de sistemas modelo gue simulan un ultra-
filtrado de leche (SMUF).

Para la preparacion de los sistemas salinos se han utilizado
dos tipos de solucicnes siguiendo el métode de Jenness y Koops
(1962 :

Solucidén salina a Solucidn salina B
KH2PO4 ........... 15,80 g CaCl2.2H20 ...... . 13,20 g
K4,CgHsgO, . HyO .. ... 12,00 g MgCl,.6H,0 ....... 6,52 g
Na3CgH0,.5H,0 ... 21,20 g H,0 Milli-Q hasta 200 ml
KoSO04 wvvvnnnn. ... 1,80 g
KC1 ... ie--+ 6,00 g

H,0 Milli-Q hasta 200 ml
2.1.2.1. SMUF con lactosa.

Se prepard una sclucidn al 5% de lactosa en SMUF, pero
cuatro veces concentrada para su posterior atomizacidn. Se
tomaron 40 ml de la solucién salina A y 40 ml de la solucidn
salina B y se afiadid una peguefia cantidad de agua, agitando bien
la solucién. A continuacién se disolvieron 0,6 g de CO3K, y 100
g de lactosa enrasando con agua hasta casi completar los 500 ml.
Una vez disuelta toda la lactosa se ajustd el pH a 6,6 con KOH

1 Ny se llevé a 500 ml con agua.
2.1.2.2. SMUF con lactosa y a-acetil-lisina.

Se prepard la solucidn en la misma forma que la anterior,

perc afadiendo ademds 2,5 g de a-acetil-lisina (0,5%).

2.1.2.3. SMUF con fructosil-lisina.

Se prepard una solucidén de fructosil-lisina en SMUF al
0,02%. Para ello se tomaron 2 ml de la solucidn salina A y 2 ml

de la solucién salina B, se ahadidé una pequena cantidad de agua
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y 30 mg de CO;K,, se disuelven a continuacidn 20 mg de fructosil-
lisina, ajustando el pH de la solucidn a 6,6 con KOH 1 N Yy

enrasando con H,0 hasta un volumen de 100 ml.
2.1.3. Elaboracién de sistemag en polvo: Atomizacidn.

Se procedidé a la atomizacibén de dos muestras de leche, un
concentrado de proteinas de suerc de queseria (WPC) con un
contenido en seroproteinas del 33%, y los sistemas salinos SMUF

con lactosa y SMUF con lactosa y a-acetil-lisina.

Las dos muestras de leche se obtuvieron partiendo de una

leche en polvo desnatada segun se indica a continuaciédn:

Muestra 1.- Se pesan 100 g de leche y se reconstituyen con

agua hasta un 4%5% de sdélidos totales.

Muestra 2.- Se pesan otros 100 g de leche dque se
reconstituyen de igual forma, burbujeando a continuacidén CO,

hasta obtener un pH de 6,4.

La muestra correspondiente al WPC se prepard de forma

idéntica a la muestra 1 de leche en polvo.

Las muestras de leche y el WPC se atomizaron con cbjeto de
igualar las condiciones de tratamiento de los distintos sistemas

en polvo para su posterior conservaciodn.

LLa atomizacidén de las muestras ciltadas anteriormente se
lievdo a cabo en el laboratorio utilizando un atomizador modelo
190 (Bichi) (figura 9).
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Figura 9. Esquema del atomizador modelo 190 (Blichi) .
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Se ensayaron distintas condiciones de atomizacidon hasta
llegar a un éptimo, siendo las que se indican a continuacidn las

consideradas como mas 1déneas:

- Temperatura de entrada: 130°C

- Temperatura de salida: 90°C

- Velocidad maxima de aspiracidn ae_aire.

- Flujo de aire: 600 Nl/h

- Bomba: posicién 5-6 que proporciona un flujo de 700 ml/h de

alimentacién de muestra, y la temperatura de salida deseada.

Con la caida de temperatura obtenida el atomizado resultante
presenta una humedad residual menor del 3%. La aspiracidn maxima
proporciona, por otra parte, un aumento del rendimiento de
atomizacidén, mientras que con el flujo de aire selecciocnado el

tamafio de las particulas del polvo no es demasiado fino.

2.1.4. Muestras de leche comerciales.

Para estudiar el comportamientoc de los componentes
mayoritarios de la leche sometida a distintos tipos de
tratamiento térmico, se ha realizado un amplio muestreo de leches
UHT vy leches en polvo existentes en el comercio, determinadndose
las concentraciones de furosina, lactulcsa y proteinas de suero

no desnaturalizadas.

2.1.4.1. Leches UHT.

Se han analizado cuarenta muestras de leche UHT comerciales,
de las cuales 19 han sido sometidas a tratamiento UHT directo,
Yy 21 a tratamiento UHT indirecto. De ellas, 13 muestras

corresponden a leche desnatada y 27 a leche entera.

2.1.4.2. Leches en polvo.

Se han analizado 11 muestras de leche en polvo, de las

cuales cinco son desnatadas, cuatro enteras y una semidesnatada.
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2.2. ENSAYOS DE CONSERVACION.

Con objeto de estudiar el efecto de los distintos parametros
del almacenamientc, como tiempo, temperatura y actividad de agua
(a,) sobre los diferentes componentes lacteos, se ha realizado

un ensayo de conservacién utilizando distintos tipos de muestras.

2.2.1. Sistemas en polvo,

En el ensayo de conservacién de los sistemas en polvo se
estudié el efecto de la temperatura y la a, sobre la fraccién de
carbohidratos vy proteinas, determinidndose la formacién de
furosina y lactulosa, la desnaturalizacidn de las seroproteinas

y la variacién del pH.
2.2.1.1. Preparacién de soluciones saturadas.

Las actividades de agua ensayadas fueron 0,33, 0,44 y 0,65.

Para obtenerlas se prepararon las siguientes soluciones salinas:

aw
- Solucidn saturada en caliente de Cl,Mg........... .0,33
- Solucidn saturada en caliente de CO3Ky...uiiien.... 0,44
~ Solucién saturada en caliente de NO,Na............ 0,65

Una vez preparadas, se depositaron en desecadores en los

cuales se hizo el vacio una vez introducidas las muestras.

2.2.1.2. Ccondiciones de conservacion.

Los sistemas en polve se almacenaron durante 100 dias a 20,
30 y 50°C, y a las actividades de agua mencionadas en el apartado
anterior. La toma de muestra se realizd cada 20 dias. El1 ensayo

completo de conservacién queda reflejado en la tabla VI.
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Tabla VI. Esguema de conservacidn de los sistemas en polvo.

Actividad de agua {(a,,)

Temperatura (°C) 0,33 0,44 0,65
20 o +* .
30 + +*
50 + +* +

+. Condiciones de almacenamiento correspondientes a las muestras
SMUF con lactosa, SMUF con lactosa y a-acetil-lisina, leche y
WPC.

*. Condiciones de almacenamiento correspondientes a la muestra

de leche tratada previamente con CO,.

2.2.2. Sistemas liguidos.

2.2.2.1. Evolucidén de a-acetil-fructosil-lisina.

Para estudiar el comportamiento de fructosil-lisina durante
el almacenamiento, y con objeto de poder explicar la evolucién
del compuesto de Amadori en leche, se llevd a cabo un estudio de

conservacién de la fructosil-lisina sintetizada.

Para ello, se ha dispuesto de catorce ampollas de vidrio,
en cada una de las cuales se depositan 2 ml de una solucidn de
fructosil-lisina en SMUF al 0,02%. Trece de estas ampollas se
esterilizan a 120°C durante 20 minutos, tomandose la nUmero

catorce como blanco.

Una de las ampollas se analiza después del proceso de
esterilizacién, actuando como testigo frente a las doce
restantes, las cuales se almacenan durante 60 dias a dos

temperaturas diferentes. Seis de ellas se mantienen en estufa a
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20°C, v las otras seis a 40°C. La toma de muestra se realiza cada

10 dias.

2.2.2.2. Leches UHT.

Este ensayo de conservacidn se ha realizado en cuatro lotes

de leche UHT, directo e indirecto, de distinta procedencia:

ILote T....... Leche espafola UHT indirecto (149°C, 22,6 sqg)
Lote II...... Leche alemana UBT indirecto (139°C, 3 sg)
Lote TII..... Leche alemana UHT directo (144°C, 5 sg)

Lote IV...... Leche egpafiola UHT directo (150°C, 4,6 sg)

Las muestras se han almacenado durante tres meses a cuatro
temperaturas diferentes, 20, 30, 40 y 50°C, realizandose la toma
de muestra cada 15 dias, y procediéndose a la medida del pH para
cada nmuestra. La determinacidén de furosina, lactulocsa vy
seroproteinas no desnaturalizadas se realizd cada 30 dias, al
considerarse que para estos intervalos de tiempo las variaciones
son indicativas de la evolucidn de log distintos componentes con

la conservacién.

2.3. TECNICAS ANALITICAS.

En este apartado se incluyen 1las diversas técnicas

analiticas utilizadas.
2.3.1.Cromatogratia en capa fina.

Esta técnica se ha enpleado en la identificacién de los
productos sintetizados: e-acetil-fructosil-lisina, furosina vy

piridosina, en el seguimiento de las fracciones obtenidas en la

purificacién por cromatografia en columna.
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2.3.1.1. Cromatografia en capa fina de a-acetil-fructosil-

lisina.

Se emplearon tres sistemas cromatograficos sobre dos

soportes diferentes, que son los gue se indican a contilnuacidn:

1. Consiste en una cromatografia bidimensional utilizando
los sistemas de eluyentes propuestos por Finot y col. (1969). El
primer eluyente es la mezcla 2-butancna/ac. acético/agua
(50/30/20), y como segundo eluyente Piridina/ac. acético/agua
(90/10/20). Como soporte se utilizaron placas de celulosa MN300
de 20 ®'20 cm y 0,25 mm de espesor de capa, Jue se prepararon en
el laboratorio. El revelado de las placas se realizé con una
solucidn de ninhidrina al 0,2% en etanol/ac. acético/colidina
(506/10/2), calentandose posteriormente en estufa a 110°C durante

unos minutos.

2. Este sequndo sistema es monodimensional, con el emplec
del mismo tipo de soporte y revelador que en el sistema anterior,
pero con la utilizacidn como eluyente de la mezcla Piridina/ac.

acético/agua (90/10/20) (Finot y col., 1969).

3. Es igual al anterior, pero el soporte utilizado en este
caso son placas comerciales de Silicagel 60 (DC-Alufolien

Kieselgel 60, Merck)}, de 20 X 20 cm y 0,2 mm de espesor.

Se eligidé este uUltimo sistema, al obtenerse una mayor
resolucién de los diferentes compuestos a separar, hecesitar

menor cantidad de muestra y ser mas rapido.

2.3.1.2. Cromatografia en capa fina de furosina vy

piridosina.

Todos los sistemas de eluyentes ensayados se han utilizado
sobre placas comerciales DC-Alufolien Kieselgel 60 (Merck) de 20
¥ 20 cm de tamafio y 0,2 mm de espesor. Como revelador se utilizd

en todos 1los casos la solucidn de ninhidrina ya indicada en el
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apartado anterior.

1. El primer sistema ensayado es el propuesto por Nakal vy
col. (197%) que utiliza como eluyente la mezcla n-propancl vy

amoniaco en agua al 9,5% en las proporclones 20/10.

2. Basandeconos en el eluyente utilizado en HPLC, se ensayd
la mezcla acetonitrilo/agua/jac. acético en las proporciones
50/20/1, 25/25/1 y 25/25/5, siendo este Gltimo con el cual se
obtenia una mayor separacién entre los distintos compuestos
procedentes de la hidrdlisis de a-acetil-fructosil-lisina, como

lisina, a-acetil-lisina, furosina y piridosina.

2.3.2. Cromatografia de gases.

Por medio de la cromatografia de gases se ha determinado el
contenido en lactulcsa en los distintos tipos de muestras de
leche y sistemas modelo estudiados. Para ellec se ha utilizado el

método puesto a punto por Olanoc y col. (1986).

2.3.2.1. Preparacidén de las muestras.

Para la obtencidn de los carbohidratos a partir de las
muestras de leche, se siguid el método descrite por Martinez-
Castro y ©Olano (1980). 1 ml de leche se llevd hasta 10 ml con
metanocl, consiguiéndose asi la precipitacién de las proteinas y
la grasa gque se filtran al cabo de una hora. En el caso de las
muestras de leche en polvo es necesaria una reconstitucién previa

por disolucidén de 1 g de muestra en 10 ml de agua.

Los sistemas SMUF en polvo se reconstituyeron de la misma
forma que las leches, pero para la preparacién de la muestra se
tomé 1 ml de la solucidn gue se llevd hasta un volumen de 10 ml,
realizando primeramente una completa disolucidén de las sales con

agua y enrasando a continuacién con metanol,
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A 1 ml de la solucién de los carbochidratos asi obtenlda se
le anade 1 ml de una solucidén de B-fenilglucésido al U,1% en

metanol/agua (70/30) como patrdén interno.

Las solucicnes metandlicas de 1los carbohidratos con el
patrén interno se evaporaron en un rotavapor a temperatura
ambiente. A las muestras K secas se les afadié 0,1 ml de
trimetilsilil imidazol como agente de derivatizacién, y se
mantuvieron en estufa a 65°C durante media hora. A continuacidn,
y una vez enfriadas, se afiadiercn 0,1 ml de hexano y 0,2 ml de
agua y se inyectaron de 0,2 a 1 gl de la fase organica.

2.3.2.2. Condiciones cromatograficas.

Se utilizd un cromatégrafo de gases Sigma 3B (Perkin Elmer),
dotado de un detector de 1ionizacidén de llama. Los datos se

recogieron en un integrador LCI-100 (Perkin Elmer).

La columna utilizada es una OV-17 microrrellena de acero
pretratado (3m % 0,8 cm d.i. ¥ 1 mm d.e.) al 2,5% sobre un
soporte Volaspher desilanizado (120-140 mesh). Como gas portador

se empled nitrdégeno.

Las condiciones cromatograficas son las descritas por Olano
y col. (1986):

Ta del inyector y detector ....iiiieiinein e ananan. 300°C
T2 inicial del horno ...ttt ittt ittt e it e eeeennn 200°C
Tiempo Inicial ... ..ttt ittt it er it aeanannns 2 min
Rampa de calentamiento ....... .t iiiiiiiinineneeaens 15°C/min
T2 final del horno .....eevvveenenn. e et 270°C
Tiempo f£Inal ...ttt ettt ittt ittt eee i aaaeanas 15 min
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2.3.3. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Esta técnica se ha utilizado en la determinacién de furosina

Yy proteinas de suero no desnaturalizadas.

2.3.3.1. HPLC de furosina y piridesina. Puesta a punto del
método analitico,

El sistema cromatogré&fico utilizado consistidé en una bomba
modelo 510 (Waters Assoc.), un inyector Rheodyne modeloc 7125 y
un detector de longitud de onda variable SM 4000 (LDC
Analytical), conectados a un sistema de tratamiento de datos
System Gold (Beckman). Se utilizé una columna Spherisorb ODS2
{Phenomenex) de 5y de diametro de particula y 0,46 x 25 cm de
tamafio. Los andlisis se realizaron en condiciones isocraticas a
temperatura ambiente, con una longitud de onda de deteccidn de
280 nm y una sensibilidad de 0,01 AUFS.

Como fase mdévil se ensayaron tres sistemas de eluyentes:

1. Acido fosfoérico 5,6 mM (Schleicher y Wieland, 1981) a un flujo
de 1 ml/min.

2. Buffer acetato al 0,5% (Chiang, 1983) que se prepard a partir
de una solucién de acetato sdédico al 0,5% en agua, ajustando el
pH de la solucidén a 4,3 con acido acético glacial. El1 flujo

utilizado fué de 1 ml/min.

3. Una solucidn de heptanosulfonato sddico como contraidn, con
la adicidn de acetonitrilo como modificador organico y un 0,2%
de Aacido férmico para obtener un pH A&acido que evite la
disociacién del grupe carboxilo del aminocadcido. Se probaron
distintas molaridades del contraidn (2, 3, %y 10 mM) y distintas
proporciones de acetonitrilo (15, 18, 20, 22 y 25%).

72



2.3.3.1.1. Preparacidn de muestras de leche,

Se parte de 0,5 ml de leche y se afiaden 3 ml de HC1 7 N, que
nos da una normalidad resultante de 6. En el caso de leche en
polvo, se pesan 50 mg de muestra y se ahaden 3 ml de HCl 6 N.
Esta mezcla se hidroliza a 110°C durante 24 horas en tubos de
hidrdlisis cerrados a vacio. Los_ hidrolizados obtenidos se
evaporan a sequedad wutilizande un concentrador SpeedVac
Concentrator A-160 (Savant). E]l residuoc se disuelve en 0,5 ml de
agua y se filtra a través de una membrana Anctec (Whatman) de
0,24 de poreo. El filtrado se pasa a través de un cartucho Sep-Pak
C1g (Millipore) previamente acondicionado con metanol y agua. Una
vez eluida la muestra, se pasa un determinado volumen de 1la
mezcla agua/acetonitrilo/acido férmico (95/5/0,2) para eluir la
furosina que pudiera guedar retenida, hasta un volumen final de
5 ml.

2.3.3.1.2. Analisis cuantitativo de furosina.

El andlisis cuantitative de furosina se realizé por el
método del patrdén externo, al no disponerse de un compuesto de

naturaleza semejante y que no estuviera presente en leches.

Linealidad de respuesta.

El estudio de 1linealidad se realizé con dos soluciones
acuosas del patrdén de furosina sintetizado (I y II) con
concentraciones de 0,4 mg/100 ml v 8 mg/100 ml respectivamente.
Se inyectaron por duplicado los siguientes volimenes de cada

soluciodon:

~ Solucidén I:

1 ul ..... ettt ceesaa.. 0,004 ug
S +.. 0,008 png
B T s 0,040 ug
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La muestra de leche se diluyd a la mitad antes de la
adicién del patrén con el objeto de gue la cantidad anadida no

fuese muy inferior a la presente en la muestra de leche.

Se calcularcen a continuacidn los contenidos finales y con

ellos el porcentaje de reguperacidn de la furosina afiadida.

2.3.3.1.3. Analisis cuantitativo de piridosina.

Se realizd, al igual gue el de furosina, por el métodc del

patron externo.

Linealidad de regpuesta.

Se realizé a partir de una solucién acuosa del patrén de
piridosina previamente sintetizado ccn una concentracidn de §
mg/100 ml. Se inyectaron por duplicado los siguientes volimenes

de la solucidn:

L S 0,4 ug
10 pwl ... et e e e e i .. 0,8 ug
T 1,2 ug
20 Ul o i e et et e e e 1,6 ug

Se calculd la recta de regresidn representando cantidad de
piridosina inyectada en upg frente a absobancias expresadas en
unidades de area. El limite de deteccidén se calculé, al igual que
el de furosina, como dos veces el error standard cbtenido en el

andlisis de regresion lineal.

2.3.3.2. HPLC de seroprcteinas no desnaturalizadas.

Para la determinacién cuantitativa de las seroproteinas no
desnaturalizadas se ha utilizado el método de Resmini y col.

(1989) . El sistema cromatografico empleado fué un equipo Beckman

compuesto de una bomba programable moedelo 126, un detector UV de
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longitud de onda variable modelo 166 y un inyector Rheodyne con
un loop de carga de 20 pl. Para el analisis se utilizd una
columna polimérica de fase reversa PLRP-S (Polymer Laboratories
LTD) de 150 x 4,6 mm y 8i de tamaho de particula, y la deteccidn

se realizé a 20% nm.

Para la elucidén se utilizdé un gradiente binario de los

eluyentes:

A. Agua/0,1% de acido trifluorocacético

B. Acetonitrilo/0,1% de acido trifluorcacético
con un flujo de 1 ml/min. El gradiente de elucién utilizado,
expresado en porcentaje del eluyente B, es el gque se describe a

continuacién:

G=1 MIN v vt vnsereannvvannsas 35% B
1=8 MIN &ttt it ittt c e ceacaannan 38% B
8=16 MIN vt iinnsnesntanasans 42% B
16=22 MIN & o v ittt s it et eeennan 46% B
22-22,5 MIN &t ettt it e ennnn 100% B
22,5-23 min ... ..., 100% B
23=23,5 MIN v erer e eeeeenennn 35% B
23,5-35 min ...ttt e 35% B

2.3.3.2.1. Preparacidén de las muestras.

Para la obtencidén del suero, 50 ml de leche se llevan a un
pH de 4,6 por adicién de HCl1 2 N, manteniéndose a temperatura
ambiente durante 15 minutos. A continuacidédn se centrifuga la
muestra a 4000 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 5°C.
El sobrenadante se filtra a traves de membranas Anotec (Whatman)

de 0,224, inyectandose seguidamente en el cromatédgrafo.
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2.3.3.72.2. Andlisis cuantitativo de a-lactocalbluminag_ y 8-

lactoglobulina.

El andlisis cuantitativo se realizd por el método del patron
externo, calculando la ecuacién de la recta correspondiente para
cada proteina. Para ellc se inyectarcn por triplicadoe distintos
volumenes de 2 solucliones patrén de a-lactcalbamina con
concentraciones de 0,1 y 1 mg/ml (I y II), vy dos soluciones de
B-lactoglobulina de 0,4 v 4 mg/ml (IIT y IV).

Tabla VII. Esqguema correspondiente a los volGmenes (upl) vy
cantidades (ug) inyectados de oa-lactoalblimina (a-lac) y BR-

lactoglobulina (B-1g).

Volumen inyectado a-lac (ug) B-1g (upg)
(el Sol, I Sol. II Soil. III Sol. IV
2 0,2 2 0,8 8
3,5 - 3,5 - 14
5 0,5 5 2 20
7,5 - 7,5 - 30
10 1 10 4 40

La B-lactoglobulina se cuantificé como un solo componente,

sumando las areas correspondientes a la B-lactoglobulina A y B.

2.3.4. Otras técnicas andliticas.

2.3.4.1. Espectroscopila ultravicleta-visibkble (UV).

Los espectros se obtuvieron en un espectrofotdédmetro modelo

DU-70 (Beckman), c¢on una unidad de tratamiento de datos.

78



Z.3.4.2. Analisis elemental.

Los analisis de C, H y N se llevaron a cabe utilizando un

Elemental Analyzer 240 C (Perkin Elmer).

2.3.4.3. Espectroscopia Infrarroja (IR).
Los andlisis se realizaron en pastilla de BrK, utilizando

un espectrometrco modelo 681 (Perkin Elmer).

2.3.4.4. Resonancia magnética nuclear (RMN).

El espectro RMN de protdn se llevd a cabo utilizando un
espectrémetro Varian XL-300 operandc a 300 MHz, usando D,0 como
disolvente y DSS como patrén interno. Los parametros de
adquisicidn fueron: angulo de pulso 77°, tiempo de adguisicién

4 segundos, anchura espectral 4000 Hz y nimero de puntos 32 K.
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Ill. RESULTADOS Y DISCUSION




3.1. SINTESIS DE FRUCTOSIL-LISINA.

Siguiendo el procedimiento de Finot y col. (1969), segln se
indica en el apartado 2.1.1.1. de materiales y métodos, se partiod
de 500 mg de a-acetil-lisina, obteniéndose 514,6 mg de a-acetil-
fructosil-lisina pura con un rendimiento del 55, 28%.

El seguimiento de las fracciones obtenidas en 1la
purificacién por cromatografia en columna de intercambio iénico
se realizd por cromatografia en capa fina (CCF). En la figura 10
se muestra una cromatoplaca correspondiente al seguimiento de las
40 fracciones eluidas.

A partir de la fraccidén 20 y hasta la 32 inclusive eluye un
nico compuesto con un Ry de 0,66 que corresponde al de g-acetil-
fructosil-lisina. Dichas fracciones se concentraron a sequedad
y se realizdé una segunda purificacidn por recristalizacién con
2-butanona. El microandlisis obtenido fué el siguiente:

%C %H N %0
Tedrico 48 7,43 8 36,57
Experimental 50,32 7,20 7,85 34,63

Dicho resultado, si bien no es coincidente con el tedrico
y dado que se trata de un compuesto intermedioc en la sintesis de
furosina, se consideré aceptable.
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Figura 10. Cromatoplaca de las fracciones correspondientes
a la elucién de a-acetil-fructosil-lisina.

3.2. BINTESIS DE FUROBINA Y PIRIDOSINA.

Se hidrolizé la e-acetil-fructosil-lisina previamente
sintetizada siguiendo el procedimiento de Finot, y la hidrélisis
resultante se purificé por cromatografia en columna de
intercambio i&nicoe para obtener furosina y piridosina. Se
recogieron 240 fraccicnes de 15 ml que se analizaron cada 10 por
CCF. En la figura 11 se muestran las cromatoplacas
correspondientes.
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Figura 11. Cromatoplaca de las fracciones correspondientes
a la elucidn de furosina.

Las fracciones 170-195, correspondientes a la furosina, ¥
225-240 correspondientes a la piridosina, se concentraron a
sequedad para eliminar el &cido clorhidrico y se diluyeron en una
pequefia cantidad de agua liofilizéndose posteriormente. La
estructura de furosina se ._confirmé por espectroscopia de
infrarrojo, RMN y UV.

El espectro UV en agua mostrd dos méximos, unc mds intenso

a 280 nm, y un segundo a 224 nm (figura 12), con una relacién de
absorbancias a 280/254 de 2,9.
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Figura 12. Espectro UV correspondiente a la furosina sintetizada.



El espectro IR (figura 13) presenta las bandas a 780, 885
y 100 cm™' correspondientes al anillo furanc. A 1405 y 1470 cm™
aparecen las bandas del grupo -CH,- unido a un carbonilo y del -

1

CH.- clefinico respectivamente. A 1682 cm * se obtiene la banda

del grupo cetona y a 1741 cm”! la del grupo CO- del acido. Las

bandas mas 1lntensas se observan a 3400-3500 cm™t

correspondientes
a los grupos -NH- y -NH,-, y a 2900-3100 cm™! las de los grupos -

CH,- y —COOH.

El espectro RMN de protdn (figura 14) mostrd los multipletes
correspondientes a 14 protones. A campo bajo aparecen tres
multipletes mostrandc las constantes de acoplamiento del anillo
furanico 2-sustituido: §H3 7,64 ppm [3J(H3,H4):4,2Hz;
43 (H3,H5)=0,8Hz], 6H4 6,82ppm [J(H3,H4)=4,2Hz; “J(H4,H5)=1,7Hz]
vy §H5 7,97ppm [°J(H4,H5)=1,7Hz; *J(H3,H5)=0,8Hz]. El resto de las
sefiales corresponden a los protones de la cadena de la molécula:
4,70 ppm (CO-CH,—, singlete), 4,05 ppm (CH-a, triplete), 3,28 ppm
(CH,-€¢, triplete), 2,06 ppm (CH,-é, multiplete), 1,91 ppm (CH,-85,
doblete de tripletes) y 1,6 ppm (CH,-Y, multiplete).

Los espectros de IR, RMN y UV ceinciden con los obtenidos

por Finoct y col. (1968) y Heyns y col. (1968) para furosina.

La confirmacién de la estructura de piridosina se realizd
por RMN y UV, El espectro UV en medio neutro mostrd un maximo a
276 nm, en medio acido se obtuvieron dos maximos a 276 y 246 nm,

y en medio basico el ma&ximo se desplazé a 330nm (figura 15).

El espectro RMN de protén para piridosina (figura 16) mostrd
igualmente los multipletes correspondientes a 14 protones. Las
sefiales a 8,13 ppm (H3, singlete) y 7,18 ppm (H6, singlete) se
asignan a los protones no acoplados en el anillo de piridina, vy
la sehal a 2,66 ppm (CH;, singlete) al sustituyente 2Z-metil. Las
sehales a 4,36 ppm, 4,23 ppm, 2,1 ppm vy 1,6 ppm corresponden a
los protones de la cadena de la nor-leucina. Los resultadoes
obtenidos concuerdan con los de Finot y col. (196%) para la

piridosina.
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3.3. BRNALISIS DE FUROSINA Y PIRIDOSINA POR HPLC. OPTIMIZACION DEL
METODO.

Para la determinacidn de furosina se eligié la técnica HPLC.
La variacion entre los diferentes métodos de andlisis de furosina

por HPLC estriba fundamentalmente en la fase mdvil utilizada.

El uUnico método recogide en la bibliografia para la
determinacién cuantitativa de furosina por HPLC en leche es el
descrito por Resmini y col. (1990), sin embargo el empleo de ClK
en el eluyente y la utilizacién de conexiones de teflon en el
cromatdégrafo no permite su reproduccién en 1los equipos

disponibles en el laboratorio.

Para la eleccidn de un método de determinacidén de furosina
en leches se han ensayado los propuestos por Sleicher y Wieland
(1981) y Chiang (1983}, aungue ninguno de ellos es especifico
para productos lacteos. El primero de los métodos resefados no
es aplicable ya gue los resultados obtenidos muestran que la
furcsina eluye con un tiempo de retencidn de aproximadamente 40
minutes y como un pico asimétrico, con mucha cola. Estos
resultados estarian de acuerdo con las observaciones de Drexel
y col. (1987) qgue indican una fuerte retencidén de furosina vy
propocnen una modificacidén consistente en la adicién de
acetonitrilo como modificador organico para disminuir los tiempos

de analisis (15-17 min).

El método de Chiang (1983) se realizdé en las mismas
condiciones descritas en la bibliocgrafia, pero con el empleo de
una columna C;p en vez de la Cg propuesta. La furosina eluye en
11 minutos como un pico bastante ancho, obteniéndose un valor muy

bajo de eficacia de 2500 platos tedricos.

Con el fin de mejorar los resultados obtenidos se ensayd un
tercer método basado en los trabajos de Chang y col. (198%) y Van
Boeckel y col. (1987) para la determinacidén por HPLC de par

ibnico de aminodcidos aromdticos y sus aminas correspondientes
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en muestras de guesos. Se eliglé como contraidn la sal sédica del
dcido heptanosulfénico, y acetonitrile como modificador organico,
ensayandose para la optimizacién del método distintas
concentraciones del contraién vy distintos porcentajes del
medificador organico, segin se indica en el apartado de
materiales y métodos. Los resultados obtenidos son los gue se

indican en las figuras 17 y 18.

como puede apreciarse una variacién de 2 a 10 mM del
contraién no afecta a la retencién de furosina, ya que el leg K’
apenas sufre modificacién. Por el contrario el numero de platos
teéricos varia de forma significativa por debajo de la
concentracieén de 5 mM, pero de 5 a 10 mM es practicamente
constante. Sin embargo, el porcentaje de acetonitrilo en la fase
mévil tiene una marcada influencia sobre los dos parametros

estudiados.

Un aumento en la concentracién del modificador organico del
15 al 25% implica una disminucién del log K’ que se traduce en
unos tiempos de anadlisis mas cortos, aungue por encima del 20%
este aumento supone una fuerte caida en el namero de platos

tedricos.

Los resultadcos obtenidos muestran gue el eluyente optimo es
agquel que presenta una concentracién 5 mM del contraidn y un 20%
de acetonitrile, eluyéndose la furosina en un tiempo de 10-10,5

minutos.

comparando este método analitico con el de Chiang y col.
(1983) se observa gue aungue los tiempos de retencién de furosina
son semejantes, los valores de la eficacia son muy inferiores
para este Gltimo (figura 19). Por todo ello se eligidé como
eluyente una solucién de heptanosulfonato sédico 5 mM vy

acetonitrilo al 20%.
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Figura 17. Variacién del nGmero de platos teéricos (N) y del
logaritmec del factor de capacidad (log K’) con la
concentracién de heptanosulfonato sbdico (HPSFHa).
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Figura 19. Comparacién de los cromatogramas obtenidos para
la furosina. a. método de Chiang (1983) b. método puesto a
punto en el presente trabaje.
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Los cromatogramas obtenidos de los hidrclizados acidos de
las muestras d leche presentan una serle de compuestos
minoritarios en la zona de elucién de furcsina, interfiriendoc en
su cuantificacidén especialmente en el casco de leches UHT directo
en ilas cuales el contenido en furosina es bajo. Basandonos en el
trabajo de Resmini y col. (1990) se realizd una purificacidén por
Sep~-Pak de los hidrolizados obtenidos segin se describe en el
apartado de materiales vy métodos, consiguiéndose asi la

eliminacidn de las interferencias (figura 20).

3.3.1. Andlisis cuantitativc de furosina.

3.3.1i.1. Linealidad de respuesta.

Los resultados obtenides muestran que la respuesta de
furosina es lineal en el rango de 0,004-1,6 ug. E1 calculo de la

regresién lineal conduce a la ecuacidn de la recta:
Y = 71,92 X - 0,1318446 (% 0,0024)

con un coeficiente de determinacidn de 0,99997 (figura 21). El
limite de deteccidn calculado como dos veces el error standard
es de 0,0048 ug.

Debido a la complejidad del proceso de preparacién de las
muestras de leche para su analisis, se llevd a cabo el calculo

de la recta de calibrado ahadiendo furosina al hidrolizado de
teche cruda.

En la figura 22 se representan las cantidades de furosina
correspondientes al volumen de hidrolizado inyectado frente a las

absorbancias medidas en unidades de area. La ecuacidn de la recta

obtenida
Y = 53,82 X + 0,0176125 (+0.0008)
presenta una pendiente inferior a la obtenida utilizando
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Figura 21. Ecuacién de regresién de furosina patrén.

97



40

30.

Absorbancia (Area)
N
Q

10
Y = 53.82 X + 0.0176125

r = 0.99998

0 0,25 0,5 0,75

Hg Furosina
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98



soluciones acucsas ¢e furosina pura, 1o que es indicativo de una
pérdida durante el ©proceso de ©preparacién de muestra
(evaporacién, filtrado y tratamiento con Sep~Pak). El coeficiente
de determinacién es de 0,99997, igual al obtenido para furosina

patrén.

El uso de esta ecuacién en la determinacién de furosina en
leches permite una correcta cuantificacidn al englobar las
pérdidas producidas durante la preparacién de las muestras de

leche.

3.3.1.2. Precisidén del nmétodo.

La precisidn del método se estudid, inyectando en el mismo
dia siete replicados correspondientes a dos muestras de leche,
una esterilizada y una UHT indirecte. También se ha hecho el
estudio de repetibilidad dia a dia de dos muestras durante un
periodo de siete dias. Los resultados obtenidos se indican en la
tabla VIIT.

Tabla VIII. Ensayc de repetibilidad de dos muestras de leche
dentro de un mismo dia, y en analisis de una misma muestra

durante siete dias con intervalo de un dia.

Repetibilidad
7 replicados dia a dia
Leche UHT indirecto
X 37.85 38.04
CV (%) 0.95 1.06
Leche esterilizada
X 72.16 72.40
CV (%) 0.68 2.10
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Para completar el estudic de la precision del método
analitico, se han realizado giete hidrdlisis de cada una de las
muestras estudiadas. Log resultados obtenidos se reflejan en la
tabla TX.

Tabla IX. Repetibilidad del método incluyendo todo el proceso

analitico para tres muestras de leche con distinto tratamiento

térmico.
Muestra Furosina (mg/1) cV (%)
X
Leche UHT directo 30.21 8.21
Leche UHT indirecto 3G6.44 4,37
Leche esterilizada 76.97 7.05

Los valores mas altos del coeficiente de variaclién en la
repetibilidad del método se deben a gue se incluyen las
variaciones correspondientes a los proceseos de hidrélisis vy

preparacién de las muestras.

3.3.1.3. Recuperacidn del método.

El calculio de la recuperacitén del métode analitico nos
permite comprokar la validez de la recta de calibrado utilizada,
vy por tanto la fiabilidad del métodoe en la determinacidn
cuantitativa de furosina. La tabla X muestra los valores de
furosina encontrados en leche a la que previamente se le habla

adicionadce cantidades conocidas de furosina.
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Tabla X. Estudio de recuperacidn de furosina sobre una muesira

de leche UHT indirecto.

Muestra Furosina (mg/l) Recuperacién
afadida encontrada (%)
1 29,80 29.60 99.33
2 39.72 39.80 100.20
3 79.44 78.93 99.30
4 119.44 117.17 98.10
5 139.44 141.80 101.69

El valor medio del porcentalje de recuperacién es de 99,53
con un coeficiente de wvariacidén del 2,76%. Los ensayos se

llevaron a cabo por triplicado.

3.3.2. Andlisis cuantitativeo de piridosina.

La piridosina eluye a los 1,5 minutos. B este tiempo de
retencidn aparecen multitud de compuestcs en el cromatograma del
hidrolizado de leche (figura 23) por lo gue resulta imposible su
cuantificacién. Sin embargo, se determindé la respuesta de
soluciones patrén de piridosina en el rango de 0,4-1,6 ug

obteniéndose la siguiente ecuacidén de regresidn

Y = 2,971 X - 0,0776 (+0,0298)

con un coeficiente de determinacién de 0,9%87. El limite de
deteccidn, medido como dos veces el error standard es de 60 ng.
Los resultados obtenidos indican gque, para una misma cantidad
inyectada, la respuesta de furosina es 25 vecesg superior a la de
piridosina. Este hecho, unido a la menor formacién de piridosina

en la hidrélisis, explicaria su deteccidtn como trazas en
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anteriores anadlisis por HPLC (Sleicher y Wieland, 1981; Resmini
y cel., 1990), frente a los elevados valores cbtenidos con otros

métodos analiticos (Finot y Maurcn, 1972; Bliser y Erbersdobler,
1985) .

|

0 2 4 6 8 10 12 14

minutos

Figura 23. Cromatcgramas obtenidos en el analisis de a.

piridosina sintetizada. b. un hidrolizado de leche.
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3.3.3. Cdlculo del contenido en lactulosil-lisina, a partir de
la determinacién de furocsina.

Con el objeto de calcular el rendimiento de furosina en la
hidrélisis ¢on HC1 6 N de la lactulosil-lisina presente en las
muestras de leche, se realizaron varias hidrolisis de fructosil-
lisina ahadida a wuna leche c¢ruda, asi como del patrdn
sintetizado. Se utilizd fructosil-lisina en las hidrélisis ya que
segun los resultados de Finot y col. (1975) el rendimiento de

furosina es 1lgual para los dos compuestos de Amadori.

Dicho rendimiento resultd ser del 34,5% con un coeficiente
de variacidon de 7,3% para doce hidrélisis realizadas en el rango
1-5 mg/100 ml de leche. Por tanto los moles de lactuleosil-lisina
presentes en 1leche corresponden a 2,9 moles de furosina

determinada.

El factor de conversidn encontrado en este estudic resultd
estar comprendido entre los obtenidos por Finot y col. (1981) vy
Erbersdokler vy col. (1989) gue fueron de 3,1 Yy 2,5

respectivamente.

3.4. HPLC DE PROTEINAS DE SUERO NO DESNATURALIZADAS.

3.4.1. Andlisis cuantitativec de a-lactoalbimina y B~
lactoglobulina.

El andlisis cuantitativo se realizé por el métodc del patrén
externo, calculando la ecuacidn de la recta correspondiente para
cada proteina. En la figqura 24 se muestra un cromatograma

correspondiente al analisis por HPLC de una leche cruda.
La recta de regresidén obtenida para la «a-lactoalbuimina

(figura 25) se ajusta a la ecuacidn Y = 48,36 X + 1,5366 con un

coeficiente de correlacidédn r = 0,9997.
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La A-lactogleobulina se cuantificd como un solo componente,
sumando las areas correspondientes a la B-lactoglcebulina A vy B.
L.a recta de regresién para esta proteina (figura 26) se ajusta

a la ecuacién Y = 31,209 X + 2,0825, con un coeficiente de

correlacidn r = 00,9993,

B-Lactoglobulina
A

o -Lactoalbiumina

|
b | 1

o MR LI/

0 10 20 30

minutos

Figura 24. Cromatograma correspondiente al andlisis por HPLC

de seroproteinas de una muestra de leche cruda.
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Figura 28. Variacién del pH durante la conservacién de leche
UHT a las temperaturas de a. 40°C y b. 50°C.
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3.5. MODIFICACIONES DURANTE EL ALMACENAMIENTO DE LECHES UHT.

Los valores obtenidos de furosina, lactulosa, proteinas de
suero no desnaturalizadas y pH durante la conservacidén de leches
UHT, son los indicados en las tablas XI-¥IV del apéndice de
tablas, correspondiendo 1la representacién grafica de dichos

parametros a las figuras 27-35.

3‘5.1‘ pH‘

Durante el almacenamiento el pH disminuye fundamentalmente
como consecuencia de la reaccién de Maillard, asi como por la
degradacidn de los carbohidratos (figuras 27 y 28). El pH de los
controles presenta valores de 6.56, 6.65, 6.75 y 6.64 para los
lotes T, IT, IIT y IV respectivamente, correspondiendo el pH mas

bajo a la leche con un mayor tratamiento térmico y viceversa.

El almacenamiento a 20°C no origina variaciones
significativas del pH en ninguno de los lotes estudiados. A 30°C
las variaciones del pH son minimas, correspondiendo los descensos
mas acusados al almacenamiento a 40 y 50°C. Para los lotes I vy
IV la mayor caida del pH tiene lugar a 40°C y 75 dias de
almacenamiento con valores en ambos casos de 5,%7, manteniéndose
constante hasta los 90 dias. A 50°C la disminucidn del pH
correspondiente a los lotes I y IV es semejante a la producida
a 40°C, sin embargo en los lotes II y III esta disminucién es
comparativamente superior, observandose los descensos mas

acusados a partir de los 45 dias de almacenamiento.

3.5.2. Furosina.

Los contenidos iniciales de furosina en los cuatro lotes
estudiados reflejan la severidad del tratamiento térmico
aplicado. Asi las leches I y IT (UHT indirecto) presentaban unos
valores de 53,49 y 39,05 mg/l, supericres a los obtenidos para
las III y IV (UHT directe) gque fueron de 15,69 y 17,81 mg/l

respectivamente. Estas diferencias se deben fundamentalmente al
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Figura 28. Variacién del pH durante la conservacidn de leche
UHT a las temperaturas de a. 40°C y b. 50°C.
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tipo de equipo utilizado ya que en el caso del UHT indirecto, se
necesita un mayor tiempco de tratamiento térmico hasta alcanzar
la temperatura de procesc (ver apartade 1.2.3.2. de la

intreduccién) .

Para todos los lotes estudiados se observa un aumento de la
furosina con la temperatura y el tiempo de almacenamiento
(figuras 29-32). De los cuatro lotes estudiados, es el I el que
presenta un comportamiento diferente del resto, para las cuatro
temperaturas ensayadas, con unos aumentos de furosina inferiores
a los experimentados por los demas. E1l hecho de que este lote sea
el de pH mas bajo (6,56) podria tener un efecto inhibidor de la
reacciébn de Maillard, y en especial para las temperaturas de
almacenamiento mas bajas (20 vy 30°C). En el lote I también se
observa gue las diferencias entre el almacenamiento a 40 y $0°C
son muy pequefias. Teniendo en cuenta que se trata del lote gue
habia sido sometido a un tratamiento térmicoe més enérgico, 1los
productos de degradacidén de lactosa derivados de la reaccidn de
Lobry de Bruin-Alberda wvan Ekenstein estan presentes en
concentraciones mayores gue en el resto de los lotes, y pueden
competir con la lactosa en la reaccidn de Maillard debido a la

alta reactividad de dichos productos frente a grupos aminc libre.

Para los lotes II, III y IV el aumento de furosina tras un
periodo de 90 dias de almacenamiento a 20°C es semejante (12,32;
15,81 y 10 mg/1 respectivamente). Sin embargc, y para este mismo
tiempo de almacenamiento (90 dias) a temperaturas superiores, los
aumentos de furosina resultaron ser distintos para cada lote. La
menor concentracidn de furosina encontrada en el lote IV a 30 y
40°C (50,69 y 102,08 mg/l respectivamente) comparada con la
alcanzada en los lotes II (74,27 y 123,34 mg/l) yv III (66,86 Yy
117,35 mg/l) podria deberse al mayor grado de proteolisis
detectado en el lote IV para estas temperaturas (Lopez-Fandino,
1991). La intervencidén en la reaccién de Maillard de otrocs
aminoacidos originados durante la proteolisis competirian con la
lisina, obteniéndose asi unos niveles de furosina inferiores a

los esperados. A 50°C de temperatura, los contenidos en furosina
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Figura 30. Formacién de furosina en leche UHT durante la
conservacidn a 310°C.
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Figura 31. Formacién de furosina en leche UHT durante la
conservacién a 40°C.
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Figura 32. Formacién de furosina en leche UHT durante la
conservacién a 50°C.
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tienden a igualarse con el almacenamientc para los tres lotes
antes mencionadces con valores de 165,39 para el lote TI, 169,23
para el III y 164,95 para el IV. A esta temperatura el lote IV
se asemeja a los otros dos, ya gque la actividad enzimatica de las
proteasas bacterianas pudiera estar inhibida a temperaturas tan
elevadas (Kocak y Zadow, 1985; Manji y col., 1986).

Los resultados obtenidos muestran que 1la formacidén de
furosina durante el almacenamiento depende de 1la calidad
microbiocldégica de la leche de partida, asi como de la severidad
del tratamiento térmico aplicade. Estas observaciones no
coinciden con la sugerencia de Nangpal y col. (1990) segln los
cuales la‘furosina formada durante el almacenamiento dependeria
exclusivamente de la temperatura y el tiempo de conservacidén. Los
resultados encontrados por dichos autores se deben probablemente
a gque todos los lotes estudiados provienen de leche de igual
calidad higiénica y con tratamientos térmicos mas similares entre

sl gue los ensayados en el presente estudio.

3.5.3. Lactulosa.

Los contenidos iniciales de lactulosa son de 62,42 y 40,92
mg/100 ml para los lotes T y II (UHT indirecto), y de 19,44 y
16,96 mg/100 ml para los lotes III y IV (UHT directo),
indicativos al igual que los de furosina de la severidad del

tratamiento térmico.

En las figuras 33, 34 y 35 se representa la evolucidn de
lactulosa durante el almacenamiento a 30, 40 y 50°C de
temperatura. Los valores correspondientes al almacenamiento a
20°C resultaron ser semejantes a los de 1la leche recién
procesada, confirmadndose, seglin indican diferentes autores, que
la lactulosa se mantiene practicamente constante con el
almacenamiento a temperatura ambiente (Andrews, 1984; Corzo y
col. 1988).
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Figura 35. Formaciédn de lactulosa en leche UHT durante la
conservacién a 50°C.



IL.a formacién de lactulosa durante el almacenamiento depende
fundanentalmente de la temperatura, observandose dque esta es
maxima, y para todos los lotes estudiades, en el caso de los
50°C. De los cuatro lotes, es el I el que presenta un mayor
aumento de lactulosa para las tres temperaturas ensavadas,
mientras que en los lotes II, TII y IV hay una mayor semejanza
en la formacidn de lactulosa durante la conservacidn. En el lote
I1I, la lactulosa formada durante el almacenamiento a 30°¢C (27,11
mg/100 ml) presenta valores semejantes al lote I (36,39 mg/i00
ml), v en el lote IV (9,28 mg/100 ml) son practicamente iguales
a los obtenidos para el lote TII (12,29 mg/100 ml). Estos
resultadbs confirman los obtenidos por Andrews (1987) quién
indica gue a mayores contenidos iniciales de lactulosa se produce

un mayor aumento durante la conservacién.

En el almacenamiento a 40°C la lactulosa formada presenta
valores parecidos para las cuatro muestras ensayadas, de 60,26;
41,48; 49,58 y 47,59 mg/l00 ml para los lotes I, II, TIII y IV
respectivamente, con unos valores ligeramente superiores para el
lote T. A 50°C hay un comportamiento semejante correspondiendo
el mayor aumento a la muestra I (190,06 mg/1l00ml) v el mads bajo
al lote II (151,94 mg/100 ml} con valores intermedios para los
jotes ITII y IV (165,43 y 168,38 mg/100ml). Al igual que para la
furosina, los contenidos finales de lactulesa durante 1la
conservacidn a 40 y 50°C tienden a alcanzar valores semejantes
para los lotes TI, III y IV tras un periodo de 90 dias. Las
observaciones de Nangpal vy col. (1990) indican que la formacidn
de lactulosa durante la conservacidn solo depende del tiempo y
la temperatura, y no del tipo de muestra. Sin embargec los
resultados obtenidos en el presente trabajo parecen contradecir

dicha sugerencia.
La eveolucién de lactulosa puede considerarse lineal con el

tiempo de almacenamiento para todos los lotes estudiados, aungque

la mayor formacidn se produce siempre a partir de los 30 dias.
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3.5.4. Seroprotelinas no desnhaturalizadas,

Se han determinado los contenidos en a-lactoalbimina (a-Lac)
y B-lactoglobulina (R-Lg) por HPLC de los cuatroe lotes de leche.
Los controles presentaron unas concentraciones para los lotes I,
TIT, III y IV de 9,54, 25,28, 56,94 y 53,47 mg/100 ml de a-Lac,
y 3,46, 11,15, 39,56 y 34,80 mg/100 ml de B-Lg. Como puede
apreciarse el lote 1 presenta una mninima cantidad de
seroproteinas no desnaturalizadas, indicando un fuerte
calentamiento en el procesado de la nmuestra. En la figura 36 se
representan los cromatogramas correspondientes al analisis de la

muestra control de los lotes IT y ITI.

Estos contenidos iniciales se mantienen durante el
almacenamiento a 20, 30 y 40°C, disminuyendo solamente cuando la
temperatura es de 50°C. Sin embargo a 20, 30 y 40°C se observa
en los cromatogramas (figqura 37) la aparicidén de nuevos
compuestos gue eluyen en la zona de Jla B-Lg y la a-Lac, y dque
aumentan con el tiempo y la temperatura de almacenamiento
alterando la forma de los picos correspondientes a las dos
seroproteinas mayoritarias. Estos compuestos podrian proceder de
la interaccidén entre la lactosa y las proteinas de suero en
estados avanzados de la reaccidén de Maillard. Esta hipdtesis ya
fué establecide por Andrews y Cheeseman (1972), en estudios
basades en el andlisis electroforético de proteinas. Lépez-
Fandino (1991) en el estudio electroforético de estas mismas
muestras., Se observé gque las bandas correspondientes a a-Lac y
B-Lg perdian resolucidén progresivamente con el almacenamiento a
30 y 40°C, debido probablemente a gue la interaccidén originada
durante el almacenamiento da lugar a compuestos con menor
nmovilidad electroforética. Posiblemente dichos compuestos eluyen
en HPLC con las seroproteinas, v por tanto la cuantificacidn de
las areas como medida del contenido de dichas proteinas se ve
afectada por la presencia de los nuevos componentes. No obstante
el andlisis por HPLC permite detectar la alteracidn de 1las

seroproteinas atendiendo a la forma de los plcos cromatograficos.
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Figura 36. HPLC de seroprcteinas de las muestras control de
a. lote III (UHT directo) b. lote II (UHT indirecto).
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3.6. CONSERVACION DE LOS SISTEMAS EN POLVO.

Se han determinadc los contenidos en furesina, lactulosa,
y proteinas de suero nc desnaturalizadas asi como la varlacion
de pH durante la conservacién de dos lotes de leche atomlzadas
en el laboratorio, una de ellas previamente tratada con CO,, una
muestra de un concentrado de proteinas de suero de gqueseria
(WPC), v los sistemas modelo SMUF con lactosa y SMUF con lactosa
y a—acetil-lisina. Los resultados obtenidos son los recogidos en
las tablas de la XV a la XXVIII (ver apéndice).

La conservacién a una actividad de agua de 0,33 vy
temperatura de 20°C se ha tomado como control, al tratarse de
unas condiciones de almacenamiento similares a las habitualmente

empleadas para leches en polvo,
3.6.1. Muestra de SMUF con lactosa y a-acetil-lisina.

E]l almacenamiento de un sistema modelc gue simula un

ultrafiltrade de leche al cual se le ahadié lactosa en una

concentracién del 5%, y a-acetil-lisina al doble de I1la
concentracion correspondiente a la leche, se tomd como

referencia. El1 valor inicial de furosina de 32,85 mg/l es el mas
bajo de todas las muestras analizadas, debido a que se parte de
una solucién gue no ha sufrido ningan tipo de tratamiento térmico
previc. Las variaciones del contenido en furosina durante el
almacenamiento se representan en la figura 38. A una temperatura
de 30°C se observa un elevado aumento de la furosina para una a,
de 0,33 hasta los 40 dias, a partir de los cuales y hasta el
final del almacenamientoc crece pero de forma menos acusada. A una
a, de 0,44 el contenido en furosina aumenta hasta alcanzar un
mdximo a los 40 dias, superior al obtenido para 0,33 a,,
estabilizandose posteriormente. En el caso de la mayor actividad
de agua ensayada (0,65) hay una minima formacidén de furosina que
va aumentando de forma progresiva con el tiempo de almacenamiento
hasta los 100 dias, con uncos valores semejantes o ligeramente

superiores a los del control.

122



Para una temperatura de 50°C, la formacién de furosina es
superior a la del lote control para todas las actividades de agua
ensayadas. Para 0,33 a, aumenta hasta alcanzar un maximo ({60
dias) disminuyendo posteriormente. Una evolucién semejante s
observa para una a, de 0,65, aungque las concentraciones de
furosina presentan valores muy inferiores. A 0,44 de a, la
furosina alcanza un maximo a 20-40 dias, vy disminuye a

continuacidn.

El aspecto de las muestras nos permitié establecer a simple
vista, el mayor o menor grado de pardeamiento para las distintas
temperaturas y actividades de agua ensayadas (figura 39). Desde
los primeros dias de conservacién se observé la aparicidén de
color en todas las muestras a 30°C. La mayor intensidad fué para
0,44 a, gque presentd una coloracién marrdn, mientras que a 0,33
y 0,65 a, las muestras adquirieron una c¢oloracidén pardo-
amarillenta, similar en ambos casos. A 50°C el pardeamiento fué
mads intenso, siendc was acusado para 0,44 a,, muestra due
presentd un color negro al final del tiempo de conservacidn. Para
0,33 a, se observdé el menor grado de pardeamiento con una

coloraciédn marrén-~oscura al final del periodo de conservacién,

Estos resultados indican que a ambas temperaturas de
conservacién, la mayor degradacién se alcanzé a 0,44 a,. Los
valores similares de furosina encontradeos a 30°C para 0,33 y 0,44
a, al final del periodo de almacenamiento, se deben a un mayor
avance de la reaccidn de Maillard a 0,44 a,, lo gue origina una
mas rapida degradacidn de la lactulosil-lisina. En el caso de la
conservacién a 50°C, para 0,44 y 0,65 a, la degradacién de
lactulosil-lisina es también mas rapida, por lo que el contenido
en furosina a 0,33 a, resultdé ser considerablemente mas elevado

aungue el pardeamiente fué menos intenso.
La formacién de lactulosa durante la conservacidn resultd

ser muy pegquefa en todos los ensayos en ausencia de a-acetil-

lisina, alcanzandose un valor maximo de transformacién del 0,34%
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Figura 38. Evolucién de furosina en SMUF con lactosa y a-
acetil-lisina durante el almacenamiento a diferentes a, y
temperaturas: a. 30°C y b. 50°C.

“ Control almacenado a 20°C y 0,33 a,.
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Figura 39. Influencia. de las distintas temperaturas y a,
ensayadas, en el color del SMUF con lactosa y g-acetil-
lisina, conservado durante 100 dias.
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respecto & la lactosa en &1 caso de la conservacién a 50°C y G, 44
a, (tabla XXI1 del apéndice). En presenclia de a-acetil-lisina la
formacidén de lactulosa, aln siendo muy baja, experimentd un
aumento considerable llegande al 0,89% de la lactosa inicial en
la conservacion a 50°C vy 0,33 a, (tabla XXIII del apéndice). Dado
el bajo contenide en lactulosa de las muestras, los valores
determinados estan sujetos a un error considerable y solamente

pueden estimarse de un modo global.

La eveclucidén del pH {(figura 40) muestra que los mayores
descensos, tanto a 30 como a 50°C, tienen lugar a la mayor
actividad de agua (0,65). El estudio de la variacién del pH en
el smuf con lactosa muestra una calda de pH muy inferior a 1la
observada cuando hay lisina en la muestra, y este descensc
aumenta con la temperatura y la actividad de agua. La disminucidn
del pH se debe a la degradacidn de la lactosa que da lugar a la
formacién de compuestos acidos, v a la reaccidn de Maillard. Los
resultados obtenidos muestran gque la mayor contribucidén al
descenso del pH durante la conservacién se debe a la reaccidn de
Maillard, mientras que la degradacién de lactosa via Lobry de

Bruyn contribuye en menor medida.
3.6.2. Muestras de leche en polvo.

El contenide inicial de furosina se determiné recién
atomizadas las muestras, y las concentraciones cobtenidas fueron
de 97,48 y 98,23 mg/1 respectivamente para la leche con y sin
tratamiento previo con CO,. Comoc la cantidad de furosina de la
leche en polvo utilizada en la preparacidn de estas muestras fué
de 87,83 mg/l, el aumento en dicho aminodcido debido al procesc
de atomizacién es muy bajo (aproximadamente 10 mg/l), inclusc
inferior al obtenido en el tratamiento UHT directo. Por lo tanto,
las mayores concentraciones de furosina encontradas en la leche
en peolvo frente a la UHT se deben fundamentalmente a la formada

durante el tratamiento térmico y la conservacidn.
Comc se puede observar en la figura 41, los valores de
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furosina aumentan con la actividad de agua, especialmente de 0,33
a 0,44, a la temperatura de almacenamiento de 30°C. Para 0,65 a,
la concentracién de furcsina a lecs 20 dias es ligeramente
superiocr a la formada a 0,44 a,, aungue a esta Gltima actividad
de agua la tendencia eg ascendente a partir de los 20 dias,
mientras gue a 0,65 a, se observa un incremento menor. No
obstante las diferencias entre ambas a, resultaron ser muy
pequenas. Durante el almacenamiento a 50°C la furosina crece de
forma continuada hasta los 100 dias cuando la actividad de agua
es de 0,33, produciéndose los mayores incrementos en los primeros
cuarenta dias. Sin embargc a 0,44 y 0,65 a, la furosina aumenta
considerablemente hasta los 20 dias, disminuyendo posteriormente

con el almacenamiento.

La evolucidn del pH durante el almacenamiento (figura 42)
muestra gque noc existe una variacidén significativa para una
temperatura de 30°C cuando la a, es de 0,33 & 0,44, y dgue
disminuye solo ligeramente a 0,65 a,,. A 50°C hay caldas bruscas
del pH a 0,65 y a 0,44 de a,, aungue menos acusadas en este
Gltimo caso. Para una a, de 0,33 sin embargc el descenso es muy
pegqueno, El1 acusadc descensc de pH observado se debe al avance
de la reaccién de Maillard gque da lugar a compuestos de cardacter

acido.

Durante la conservacién a 30°C el aspecto de las leches
permanece inalterado, observandose solamente un ligero
pardeamiento a 0,65 a,. & 50°C todas l}as leches adguieren
coloracién amarillenta siendo maxima a 0,65 a, y minima a 0,33
a,, (figura 43).

A 30°C la concentracién de furosina, 1incluso en las
condiciones mas favorables de actividad de agua, aumenta
paulatinamente durante la conservacién, y la posible degradacidn
de lactulosil-lisina, sl es que tiene lugar, no se da en un gradoc
tal que origine un descenso en el contenido en furosina, ni la
aparicidén de productos coloreados. A 50°C la concentracidn de

furosina a las tres actividades de agua ensayadas pasa por un
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Figura 41. Evolucién de furosina en leche en polvo desnatada
durante el almacenamiento a diferentes a_, y temperaturas:
a. 30°C y b. 50°C.

* Control almacenado a 20°C y 0,33 a,.
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maximo para luego disminuir, Jo gue indica una degradacidén
parcial de la furcsina formada. Bl descenso mas acusado se
observa a 0,65 a, y corresponde & la wmuestra que adguiere un
pardeamiento mas intenso. La degradacidén de furosina observada
a 50°C confirma los resultades de Chiang (1988) gue indican las
limitaciones de la determinacidn de furcsina conoe medida del
deterioro de las proteinas debido a la reaccidédn de Maillard en

muestras almacenadas en condiciones drasticas.

En el caso de la leche tratada con (0, (figura 44),
almacenada exclusivamente a una actividad de agua de 0,44, se
observa gque la furosina crece mas lentamente al compararla con
la muestra anterior, e incluso a 50°C el contenido es ligeramente
inferior, no apreciandose variaciones considerables a partir de
los 20 dias de almacenamiento. Las mayores diferencias se
observan en las variaciones del pH, que en el caso de las leches
tratadas c¢on C0O, son mucho mencres. Este hecho se debe
probablemente a la presencia de carbonate cédlcico gque neutraliza
la posible formacién de Aacidos  originades por reaccidén de
Maillard.

En cuanto a la lactulosa (figura 45 y 46) es de destacar la
escasa formacidén de dicho azlUcar en el almacenamiento de este
tipo de leche, confirmando los resultados de Richards (1963). El
contenidoeo en lactulesa es semejante en las dos muestras de leche
estudiadas, con unos valcres iniciales de 6,36 y 7,41 mg/i00 ml
para la leche con y sin CO, respectivamente. Las mayores
concentraciones se corresponden siempre con el almacenamiento a
50°C, Yy en especial para una actividad de agua de 0,33. La
escasez de datos bibliocgraficos sobre el contenido en lactulosa
en este tipc de leche podria deberse a los bajos niveles
encontrados, gque solo han sido detectados por técnicas
cromatograficas (0lano y col., 1989b), y no por otro tipo de
métodos como los espectrofotométricos o enzimdticos (Andrews,
1986) .
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Figura 43. Influencia de las diptintas temperaturas y a,
ensayadas, en el color de la leche en polvo desnatada,
conservada durante 100 dias.
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almacenamiento a diferentes temperaturas y 0,44 a_.
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Figura 46. Evolucién de lactulosa en lecha en polvo
desnatada previamente tratada con CO; durante el
almacenamiento a diferentes temperaturas y 0,44 a,.

* control almacenado a 20°C y 0,33 a,.

Tabla XXIX. Matriz de correlacién de los distintos factores
estudiados durante la conservacifSn de leche en polvo desnatada.

Tiempo a, Fur Lu pH
Ta -0,000 0,228 0,768 0,741 -0,657
Tiempo -0,000 0,020 -0,042 -0,142
a, 0,202 -0,276 -0,639
Fur 0;674 =0,291
Lu -0,122

Fur. Furosina Lu. Lactulosa
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La matriz de correlacidén muestra unos valores aceptables de
la temperatura con la furosina v ita lactulosa, mientras que 10s
obtenidos para estos dos compuestos con la a, son muy bajos. Esto
podria deberse a gue para las actividades de agua mas altas la
furosina disminuye con el almacenamiento cuande la temperatura
utilizada es de 50°C. El pH muestra una correlacidn aceptable, -
0,657 y -0,63% para la tTemperatura y la actividad de agua
respectivamente, indicandc que ambos factores contribuyen a un
mayor grado de la reacclién de Maillard, gue se traduce en un

descenso del pH.

Tabla XXX. Matriz de correlacidén de los distintos factores
estudiades durante la conservacion de leche en polve previamente

tratada con CO,.

Tiempo a, Fur Lu pH
Ta -0.,000 G.756 0,916 0,976 -0,913
Tiempo -0, 000 0,199 0,121 -0,205
a, 0,828 0,643 -0,477
Fur 0,879 -0,796
Lu -0,974
Fur. Furosina Lu., Lactulosa

En el caso de la leche en polvo previamente tratada con CO,,
las altas correlaciones del pH con la furosina y la lactulosa se
explicarian al no existir una degradacidn acusada ni del
compuesto de Amadori, ni de la lactulosa, por lo gue una

disminucién del pH siempre va acompafada de un aumento en ambos
compuestos.

El tiempo de almacenamiento no presenta en ningiin caso unos
valores de correlacidn significativos, debido a que las mayores
variaciones para los distintos parametros estudiados se producen

siempre en los primeros 26 dias de almacenamiento.

137



3.6.3. Muestra de concentrado de protsinas de suert (WPC).

La muestra de suero presentd en general unas concentraciones
de furosina superiores a las encontradas en las nuestras de
leche, con un valor inicial de 162,15 mg/l. Su evolucidon durante
la conservacidén se muestra en la figura 47. A 30°C se aprecia un
elevado aumento de furosina para unas a,, de 0,44 y 0,65 comparado
con el incremento ohservado a 0,33 a,. El contenido en furosina
es mayor a los 20 dlas de almacenamiento a 0,65 a, que a 0,44 a,,
no obstante, para periodos largos de conservacién la
concentracién de furosina resultd ser superior a 0,44 a,. A 50°C
se observa un maximo de furosina en la primera etapa del
almacenamiento, seguido de un descenso, mas acusado a medida gue
aumenta la a, . A 0,33 y 0,44 de a, esta disminucidédn tiene lugar
a partir de los 40 dias, mientras que a 0,65 a, furosina

disminuye a partir de los 20 dias.

El valor inicial del pH es 6,05, inferior al de las muestras
de leche, disminuyendo en general con la conservacion (figura
48). Durante el almacenamiento a 30°C la variacién fué muy
pequeha cuando las actividades de agua utilizadas fueron de 0,33
y 0,44, mientras que a 0,65 a, se obtuvo una disminucidén de pH
mas acusada. A 50°C el descenso del pH resultd ser mayor,

aumentando a su vez con la actividad de agua de la muestra.

La lactulosa presenta unas bajas concentraciones, al igual
gue en el caso de las muestras de leche, con un valor inicial de
6,19 mg/100 ml. Durante el almacenamiento, (figura 49), este
aziicar solo aumenta de forma significativa a 50°C siendo estos
incrementos mds acusados a 0,44 a, que a 0,33 ay,, Y estos a su

vez mayores gque los correspondientes a 0,65 ag.

Respecto al pardeamiento (figura 50), la conservacidén a 30°C
y 0,33 a, no origina cambios de color apreciables en las
muestras, mientras que a 0,44 a, adquiere una ligera coloracidn
amarillenta y a 0,65 a, este color es pardo. A 50°C la coloracidn

adquirida por las muestras fué amarillo, marrdn claro y marxron
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Figura 47. Evolucién de furosina en el concentrado de
proteinas de suero (WPC) durante el almacenamiento a
diferentes a_, y temperaturas: a. 30°C y b. 50°C.

* Control almacenado a 20°C y 0,33 a,.
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T
Figura 50. Influencia de las distintas temperaturas y ay

ensayadas, en el color del concentrado de proteinas de
suero (WPC), conservado durante 100 dfas.
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oscuro para 0,33, 0,44 v 0,65 &, respectivamante.

En términos generales, el efecto de la actividad de agua y
la temperatura en la fermacién de furosina resultdé ser similar
al observado en leche en polve, si bien en el casc del WPC, los
niveles de furosina alcanzados fueron superiores en todos los
ensayos. Las diferencias chservadas pueden atribuirse
principalmente a la mayor concentracidén de proteinas en el WPC,
lo que facilita la formacién de compuestos de Amadori. Por otra
parte, la presencia de grupos amino libres en mayor concentracidn
que en la leche en polvo contribuye a catalizar mas activamente
la reacdidn de isomerizacién de la lactosa, dando lugar por tanto
a una mayor formacidén de lactulcosa. La activacidn de ambas
reacciones causan un descenso del pH md&s acusado gque en el caso

de la leche en polvo.

Tabla XXXI. Matriz de correlacidén de los distintos factores
estudiados durante la conservacidon de un concentrado de proteinas
de suero (WPC}H.

Tiempo a, Fur Lu - pH
Ta -0.000 0.228 0.749 0.758 -0.660
Tiempo -0.000C 0.020 0.093 -0.217
a, 0.174 -0.077 -0.659
Fur 0.743 ~-0.416
Lu -0.499

Fu. Furosina Lu. Lactulosa

La matriz de correlacién de los distintos factores
estudiados, temperatura, a, y tiempo de almacenamiento con los
parametros analizados furocsina, lactulosa y pH se indica en la

tabla XXXI.
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Comc puede apreclarse, la temperatura presenta una buena
correlacién con todos los parametros estudiados, indicando guc
los aumentos en el contenido de furosina y lactulosa, asi comno
la disminucién del pH se producen al aumentar la temperatura de

almacenamiento.

El tiempo de almacenamiento no tiene apenas influencia en
la evolucidén de furosina, lactulosa y pH, aungue con este Gltimo
la correlacién es ligeramente superior, vy la a, presenta un valor
de correlacidn aceptable y negativo ccon el pH, es decir, un
aumento en la actividad de agua se traduce en un descensc en el

pH.

Seglin Lindemann-Schneider y Fennema (1989) la influencia de
la temperatura es mayor que la de la actividad de agua en la
pérdida de lisina disponible. Esta hipdtesis es corroborada en
el presente estudic ya que existe una mayor correlacién de 1la
furosina con la temperatura que con la a_,, indicando que 1la
determinacién de furosina es un indice valido de la medida de la
pérdida de lisina disponible durante el almacenamiento. De hecho,
las conclusiones sobre la influencia de las varilables ensayadas
(tiempo, temperatura y actividad de agua) en la reaccidn de
Maillard, basadas en la determinacién de furosina, coinciden con
los antecedentes sobre la medida de la lisina disponible (Labuza
y Saltmarch, 1981). No obstante para estados avanzados de la
reaccidn de Maillard en los gue la furosina alcanza valores
superiores a 1000 mg/l, la degradacidn de furosina puede ser muy
acusada y su concentracidn puede no ser valida como parametro

indicador de la intensidad de la reaccién.
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3.7. ANALISIS DE LECHES COMERCIALES.

La determinacién de compuestos indicadores de la calidad de
la leche procesada, es un tema de reciente interés y existen
pocos datos en la bibliografia, concretamente en Espana, donde
no se ha abordade con anterioridad el estudio simultaneo de

furosina, lactulosa y proteinas de suero.
3.7.1. Leches UHT.

Con relacidn a la furosina cbservamos gue los niveles de
este céﬁpuesto en las leches UHT directo se encuentran en el
intervalo de 10-30 mg/l para un 74% de las muestras analizadas,
mientras gue en las leches UHT indirecto el 78% de las muestras
presenta una concentracién de furosina superior a 40 mg/l (figura
51). En el rango de 30~40 mg/l hay una superposicidén de ambos
tipos de tratamiento UHT en el cual se incluyen las directas mas
calentadas vy las 1indirectas sometidas a tratamientos menos
intensos. Los valores encontrados son comparables a los obtenidos
por otros autores en las leches UHT. Asi Erbersdobler y col.
(1987), Nangpal y Reuter (1990} y Dehn-Miller y col. {1991)
hallan unas concentraciones de furosina en leches UHT en el rango
de 8-53 mg/l. Segun estos datos, 6 de las muestras UHT indirecto
presentan unos contenidos en furosina superiores a 53 mg/l, de
las cuales des tienen unas concentraciones muy altas mayores de
80 mg/1, semejantes a las correspondientes a leches

esterilizadas.

El contenido en lactulosa no permite establecer una clara
diferenciacidn entre ambos tipos de tratamiento UHT (figura 52),
ya gue en el rango de 15-40 mg/100 ml de lactulosa encontramos
un 69% de las leches UHT directo junto con un 47% de UHT
indirecto, y en el rango de 40-60 mg/100 ml se encuentran el 27%
de las leches UHT directo y el 21% de las UHT indirecto. Segun
la Federacién Internacional de Lecheria (FIL) el limite maximo
admisible para el contenido de la lactulosa en leches UHT es de

60 mg/100 ml, por lo tanto, el 5% de las leches UHT directc (1
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de 19 muestras) y el 32% de las UHT indirecto (6 de 21 muestras)

se considerarian sobreprocesadas.

En la actualidad la FIL se propone también como indice gel
tratamiento UHT un contenido minimo en B-lactoglobulina no
desnaturalizada de 20 mg/l. Segun esta preopuesta, el 38% de las
leches UHT indirecto (8 de 21 muestras), en las cuales esta
sercproteina se encuentra en cantidades traza o incluso ausente
en alguna de las leches, se considerarian sobreprocesadas. Por
otra parte, la concentracidn tanto de a-~lactoalblmina como de fi-
jactoglobulina permite una buena diferenciacién entre ambos tipos
de tratamiento UHT (figura 53). Asi, el 79% de las leches UHT
directo presenta unos contenidos en B-lactoglobulina superiores
a 30 mg/100 ml, mientras que sclo se encuentran estas
concentraciones en un 5% de las leches UHT indirecto. Igualmente
el 90% de las UHT directo presentan unas concentraciones de a-
lactcalbimina superiores a 40 mg/100 ml, mientras gue en el 81%

de las UHT indirecto el rango va desde 15 a 40 mg/100 ml.

De las 8 muestras sobreprocesadas en funcién del contenido
en B-lactogleobulina, solo seis pueden ser consideradas como tal
seglin la cantidad de lactulosa presente, junto con una muestra
correspondiente a una leche UHT directo. Los niveles de furosina
en estas muestras varian entre 37,6 y 89,1 mg/l, mientras gque en
las muestras clasificadas correctamente comc UHT el rango es de
14,6 a 58,3 mg/l. Estos resultadcs indican una mala correlacidn
entre los distintos indices de tratamiento térmico estudiados,
hecho gque podria ser atribuido a una variacidn de los parametros
analizados en el periodo de conservacidén de las muestras desde
el procesado de las mismas hasta el momento de su analisis. Esta
correlacién es mayor en el caso de R~lactoglobulina y furosina

gue en el de dicha proteina y lactulosa.
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3.7.2. Leches en polvo.

Los valores de furosina obtenidos en el analisis de leches
en polvo son superiores en general a los encontrados en leches
UHT (figura 54), debido fundamentalmente a la formacién de
furosina durante el almacenamiento. En alguna de las muestras se
observa como contenidos en  furosina muy altos (>80 mg/l)
presentan unos cromatogramas de proteinas de suero bastante
deformados debido a un altc grado de reaccidén de Maillard,

indicando una inadecuada conservacidn.

En'general los valores de seroproteinas no desnaturalizadas
son muy elevados, aungue en algunas de las muestras se observa
una deformacién muy acusada de los picos cromatograficos (figura
55).

Por otra parte, se obtienen unas concentraciones minimas de
lactulosa, en un rango comprendido entre 3 y 8 mg/l100 mnl,
corroborandose la escasa isomerizacidén de la lactosa en la
obtencidn de leches en polvo y durante su pesterior conservacidn,
tal y como se observd en los resultados obtenidos en el estudio

de conservacién de los sistemas en polvo.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la posibilidad
de diferenciar leche en polvo reconstituida de leche liquida,
practica habitual en paises deficientes en leche e importadores
de leche en polvo. Cuando una leche en polvo se reconstituye y
se procesa térmicamente para su comercializacidén como leche
liguida, dado su elevado contenido inicial en furosina, este
alcanzaria unos niveles excesivamente altos en la leche procesada

debido al aumento durante el tratamiento térmico.

Por otra parte, los bajos niveles de lactulosa encontrados
en leche en polvo comparados con las leches liquidas, facilitaria
la deteccidn de la adulteracién con leche en polvo reconstituida.
En leches UHT la relacidédn Furosina/Lactulosa (Fu/Lu) encontrada

estd comprendida en el rango de 0,40-1,57, y en leches en polvo
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entre 9,05 vy 27,62, es decir, las diferencias entre los distintos
tipos de leche son mas acusadas cuando se utiliza la relacidn
Fu/Lu gue ambos parametros independientemente, lo gque permitiria

la deteccidn de bajos porcentajes de adulteraciodn.

Con los datos obtenidos en el presente estudiec, parece
posible detectar adiciones de leche en polvo reconstituida a
leche UHT inferiores al 10%. No obstante, seria necesario un
estudio maés amplio con el objetec de delimitar el rango de
variacidn del parametro Fu/Lu en los distintos tipos de leches
precesadas y poder establecer de modo inequivoco el limite de

deteccidédn de leche en polvo.

Dado que la reaccién Fu/Lu en leche en polvo aumenta con el
tiempo de almacenamiento, podria servir como indice de calidad
de leche en polvo y establecerse unos limites maximos para su
vida comercial, evitadndose de este modo la comercializacién de
leche en polvo previamente almacenada por periodos de tiempo

excesivos.
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Tabla XI. Valores de pH durante la conservacidn de los cuatro lotes de leche

estudiadosﬁ
Lote Almacenamiento Temperatura (°C)
(Diag) 20 30 40 50

15 6.50 6.56 6.48 6.45
30 6.51 6.55 6.41 6.45

I 45 6.53 6.53 6.36 6.43
60 6.58 6.54 6.18 6.22
75 6.61 6.55 5.97 6.05
g0 6.62 6.55 5.95 6.03
15 6.68 6.70 6.55 6.50
30 6.70 6.68 6.55 6.48

II 45 6.72 6.66 6.57 6.46
60 6.72 6.64 6.52 6.25
75 6.72 6.63 6.50 6.13
90 6.71 6,60 6.47 6.05
is 6.71 6.74 6.62 6.54
30 6.73 6.73 6.60 6.51

I11 45 6.77 6.71 6.59 6.48
60 6.76 6.70 6.55 6.35
75 6.77 6.69 6.51 6.20
90 6.77 6.69 6.48 6.08
15 6.72 6.65 6.54 6.58
30 6.72 6.66 6.52 6.52

Iv 45 6.73 6.68 6.51 6.42
60 6.69 6.65 6.26 6.33
75 6.66 6.63 5.97 6.24
90 6.64 6.62 5.98 6.09

*
pH inicial:

Lote I: 6.56 Lote IX: 6.65 Lote III: 6.75 Lote IV: 6.64
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Tabla XII. Concentracién de furcgina expresada en mg/l durante la conservacidn
de los cuatro lotes de leche estudiados®

Lote Almacenamiento Temperatura (°C}
(Dias) 20 30 40 50
30 57.46 65.74 102.78 120.03
I 60 56.76 70.18 110.29 114.06
90 56.24 78.74 107.65 119.87
30 37.19 45.17 89.65 136.86
II 60 41.96 55.52 104.71 144,91
30 51.37 74.27 123.34 165.32
30 20.35 38.30 63.13 107.19
IIzI 60 23.31 55.43 99.49 146.94
20 31,80 66.86 117.14 169.23
30 19.19 29.56 61.91 127.90
v 60 20,22 43.73 82.73 147.35
90 27.81 50.70 102.09 164,95

*
Contenido inicial (mg/l):
Lote I: 53.49 Lote II: 39.05 Lote III: 15.69 Lote IV: 17.81
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Tabla XIII. Concentracidén de lactulosa expresada en mg/l00 ml durante el
almacenamiento de los cuatro lotes de leche estudiados”.

Lote Almacenamiento Temperatura (°C)
(Dias) 30 40 50
30 75.09 88.40 122.06
I 60 81.89 105.41 223.03
80 98.81 122.68 253,02
30 38.45 58.05 83.04
II 60 46,07 77.21 133.48
90 68.03 B2.40 192.86
30 19.46 33.51 63.02
III 60 24.83 54.98 123.18
90 31.73 69.02 184.87
30 15.84 35.70 80.41
v 60 24,08 53.13 122.80
90 26.24 64.55 185. 34

* contenido inicial (mg/100 ml):
Lote I: 62.42 Lote II: 40.92 Lote III; 19.44 Lote IV: 16.96
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Tabla XIV. Concentracién de R-lactoglobulina expresada en {(mg/100ml)

el almacenamiento de los cuatro lotes de leche estudiados”.

Lote Almacenamiento Temperatura (°C)

(Dias) 20 30 40 50

30 4.18 7.9 4.04 2.90

I 60 2.09 6.23 3.76 -
90 2.83 4,12 4.36 -
30 10.11 8.30 6.97 6.24

11 60 11.55 10.17 13.69 -
90 10.0 15.73 12.15 -
30 32.14 26.93 33.70 31.13

III 60 34.68 24.25 35.26 12.83
90 41.40 27.14 37.83 9.37
30 35.02 48.82 36.78 31.74

v 60 37.26 47.19 31.0 12.32
20 46.25 42,78 39.18 -

*Contenido inicial (mg/100 ml):
Lote I: 3.46 Lote II: 11.15

Lote III: 39.56
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Tabla XV. Contenido en furosina expresada en mg/l del SMUF con lactosa y a—
acetil~lisina durante el almacenamiento.

a, Almacenamiento Temperatura {(°C)
{Dias) 20 30 50
20 34.3 149.4 2309.2
40 98.6 538.4 3081.3
0.33 &0 99.0 684.7 3276.2
80 96.0 704.5 2755.3
100 106.3 891.4 2304.2
20 - 495.2 1708.6
40 - 827.8 1849.3
0.44 60 - 731.3 i644.4
80 - 765.7 1202.0
100 - 777.5 1126.2
20 - 35.9 1134.4
40 - 68.0 i534.4
0.65 60 - 113.5 1440.0
80 - 140.0 974.9
100 - 224.2 717.2

*contenido inicial de furosina: 32.85 mg/l
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Tabla IVI. Contenido en lactulosa (Lu) expresada como mg Lu/100 mg lactosa en
el SMUF con lactosa y g—-acetil-lisina durante el almacenamiento’ .

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
{(Dias) 20 30 50
20 0.06 0.16 0.48
40 0.05 0.20 0.62
0.33 60 0.08 0.12 0.69
80 0.14 0.14 0.89
100 0.22 0.23 0.71
20 - 0.35 0.26
40 - 0.36 0.31
0.44 60 - 0.22 0.27
80 - 0.07 0,28
100 - 0.14 0.31
20 - 0.06 0.41
40 - 0.07 0.48
0.65 60 - 0.09 0.19
80 - 0.11 0.23
100 ~- 0.09 0.16

*contenido inicial de lactulosa: 0.02 mg/100 mg lactosa
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Tabla XVII. Valores de pH en el SMUF con lactosa y a—acetil-lisina durante el

almacenamiento”.
a, Almacenamiento Temperatura (°C)
{Diasg) 20 30 50
20 6.74 6.79 5.54
40 6.69 6.70 5.31
0.33 60 6.71 6.7D 5.21
80 6.74 6.73 5.03
100 6.76 6.74 4.92
20 - 6.53 5.10
40 - 6.47 4.77
0.44 60 - 6.48 4.70
80 - 6.48 4.68
100 - 6.45 4.63
20 - 6.73 4.95
40 - 6.58 4.45
0.65 60 - 6.51 4.31
80 - 6.51 4.18
100 - 6.29 4.20

*pH inicial: 6.77
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Tabla XVIIYI. Contenido en lactuleosa (Lu) expresada como mg Lu/100 mg lactosa

en el SMUF con lactosa durante el almacenamiento*.

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
(Dias) 20 30 50
20 0.13 0.21 0.17
40 0.14 0.26 0.18
0.33 60 0.09 0.13 0.26
80 0.13 0.15 .15
100 0.06 0.06 0.21
20 - 0.12 0.21
40 - 0.14 0.22
0.44 60 - 0.13 0.34
80 - 0.07 0.16
100 - 0.14 0.22
20 - 0.04 0.15
40 - 0.05 0.19
0.65 60 - 0.16 0.16
80 - 0.06 0.11
100 - 0.03 0.09

*contenido inicial de lactulosa : 0.03 mg/l100 mg de lactosa
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Tabla XIX. Valores de pH en el SMUF con lactosa durante el almacenamiento’.

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
(Dias) 20 30 50
20 6.74 6.79 5.54
40 6.69 6.70 5.31
0.33 60 6.71 6.70 5.21
80 6.74 6.73 5.03
100 6.76 6.74 4.92
20 - 6.53 5.10
40 - 6.47 4.77
0.44 60 - 6.48 4.70
80 - 6.48 4.68
100 - 6.45 4.63
20 - 6.73 4.95
40 - 6.58 4.45
0.65 60 - 6.51 4.31
80 - 6.51 4.18
100 - 6.29 4.20

*pH inicial: 6.67
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Tabla XX. Contenidoc en furosina, expresade en mg/l, de la leche en polvo
desnatada durante el almacenamiento .

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
(Dias) 20 30 50
20 215.1 183.2 764.4
40 192.6 190.2 1042.6
0.33 60 194.1 231.7 1033.9
80 198.5 235.2 1039.6
100 216.1 262.3 -
20 - 561.1 1282.2
40 - 618.2 1198.1
0.44 60 - 778.5 1079.3
80 - 753.4 1033.3
100 - 815.7 1033.7
20 - 587.8 997.6
40 - 633.2 673.5
0.65 60 - 722.3 654.4
80 - 632.3 548.7
100 - 760.3 502.8

*Contenido inicial de furosina: 98.3 mg/1l
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Tabla XXI. Variacién del contenido en lactulosa (mg/l00ml) durante el

almacenamiento de leche en polvo desnatada a diferentes a, y temperaturas*.

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
{(Dias} 20 30 50D
20 18,65 21.42 58.47
40 17.94 20.84 62.24
0.33 60 17,18 21.51 64.53
80 13.31 10.83 68,31
100 8.15 12.59 75.71
20 -~ 14.16 35.14
40 - 13.88 37.82
0.44 60 - 13.78 38.29
80 - 13.51 39.33
100 - 18.68 44.90
20 - 20.18 30.48
40 - 17.63 28.35
0.65 60 - 16.66 26.79
80 - 10.40 28.74
100 - 9.33 17.26

*Contenido inicial de lactulosa: 7.41 mg/100 ml

165



Tabla XXII. Valores de pH en la leche en polvo desnatada durante el
almacenamiento”.

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
{Diasg) 20 30 50
20 6.43 6.50 6.43
40 6.56 6.59 6.45
0.33 60 6.48 6.52 6.38
80 6.49 6.54 6.35
100 6.50 6.51 6.233
20 - 6.47 6.11
40 - 6.54 6.00
0.44 60 - 6.47 5.91
80 - 6.49 5.90
100 - 6.4%9 5.87
20 - 6.35 5.72
40 - 6.39 5.54
0.65 60 - 6.33 5.30
80 - 6.32 5.14
100 - 6.21 5.08

*pH inicial: 6.54
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Tabla XXIII. Contenido en furosina, expregsadc en mg/l, de la leche en polvo

desnatada tratada previamente con CO, durante el almacenamiento’ .

a Almacenamiento Temperatura (°C)
{(Dias) 20 30 50

20 107.2 - -
40 200.4 - -
0.33 60 208.4 - -
80 215.6 - -
100 212.3 - -

20 - 250.1 1035.1

40 - 576.6 1076.6

0.44 60 - 853.1 1099.6
80 - 798.3 1057.0

100 - 793.2 i086.1

20 - - -
40 - - -

80 - - -
100 - - -

*contenido inicial de furosina: 97.48 mg/1
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Tabla XXIV. Contenido en lactulosa, expresado en mg/l00 ml de la leche en

*
polvo tratada previamente con €O durante el almacenamiento .

ay Almacenamiento Temperatura (°C)
(Dias}) 20 30 50
20 7.52 - -
40 6.84 - -
0.33 60 7.76 - -
80 8.70 - -
100 8.89 ~ -
20 - 12.41 32.82
40 - 14.16 37.82
0.44 60 - 13.39 40.11
80 - 15.50 42.46
100 - 14,87 42.65
20 - - -
40 - - -
0.65 60 - - -
80 - - -
100 - - -

L]
Contenido inicial de lactulosa: 6.36 mg/l00 ml

168



Tabla XXV. Valores de pH en la leche en polvo desnatada tratada previamente

con 002 durante el almacenamiento’.

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
(Dias) 20 30 50
20 6.72 - -
40 6.70 - -
0.33 60 6.66 - -
80 6.58 - -
100 6.59 - -
20 - 6.69 6.25
40 - 6.69 6.12
0.44 60 - 6.63 6.03
80 - 6.66 5.99
100 - 6.61 5.99
20 - - -
40 - - -
0.65 60 - - -
80 - - -
100 - - -

*pH inicial: 6.70
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Tabla XXVI. Contenido en furosina, expresado en mg/l, del concentrado de

*
proteinas de suero (WPC) durante el almacenamiento .

a, Almacenamiento Temperatura (°C)
(Dias) 20 30 50
20 205.4 239.8 1085.7
40 369.2 418.4 1784.4
0.33 60 378.4 448.0 1466.8
80 384.1 475.0 1466.9
100 378.2 517.2 1564.7
20 - 731.8 1666.1
40 - 971.9 2083.2
0.44 60 - 1079.8 1511.1
80 - 1122.6 1422.4
100 - 1214.8 1357.9
20 - 864.9 1273.2
40 - 992.1 l1128.2
0.65 60 - 1003.4 919.8
80 - 980.0 782.5
100 - 1097.9 723.0

*
Contenido inicial de furosina: 162.15 mg/l
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Tabla XXVII. Contenido en lactulosa, expresado en mg/l100 ml del concentradso

&
de proteinas de suero (WPC) durante el almacenamiento .

ay Almacenamiento Temperatura (°C)
{Dias) 20 30 50
20 8.51 8.186 3i.28
40 8.10 7.13 34.75
0.33 60 7.28 8.84 42.52
80 5.87 11.00 48.61
100 4.04 5.61 58.81
20 - 14.18 60.31
40 - 13.31 66.90
0.44 60 - 15.02 73.72
80 - 13.77 85.47
100 - 15.68 96.17
20 - 8.75 35.37
40 - 7.70 30,72
0.65 60 - 8.02 15.44
80 - 8.87 19.47
100 - 5.81 25.52

*®
Contenido inicial de lactulosa: 6.19 mg/100 ml
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Tabla XXVIII. Valores de pH del concentrado de proteinas de suero (WPC)

*
durante el almacenamiento .

ay Almacenamiento Temperatura (°C)

(Dias) 20 30 50
20 5.91 6.03 5.78

40 5.95 5.98 5.67

0.33 60 5.75 5.86 5.58
80 5.60 5.80 5.54

100 5.59 5.87 5.58

20 - 6.02 5.35

40 - 6.01 5.12

0.44 60 - 5.95 5.02
80 - 5,90 4.97

100 - 6.01 5.02

20 - 5.51 5.05

40 - 5.51 4.93

0.65 60 - 5.31 4.83
80 - 5.29 4.81

100 - 5.28 4.79

L

pH inicial: 6.05
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IV. CONCLUSIONES




CONCLUSBIONES.

12, La diferenciacidn entre leches UHT directo e indirecto en
base a los contenidos en lactulosa, furosina y B-lactoglobulina,
no puede establecerse sin conocer las condiciones de conservacidn

desde la fecha de fabricacién.

22, La actividad enzimatica residual de la leche UHT, puede
ocasionar una disminucidédn en la formacidén de lactulosil-lisina,

precursor de la furosina.

32, El proceso de atomizacién origina cantidades de furosina del
orden de 10 mg/l. Las elevadas concentraciones de furosina
encontradas en leche en polvo comerciales se originan

fundamentalmente durante la conservacién.

48, El1 contenido de lactulosa en leches en polvo es inferior al
de las leches UHT, y se mantiene practicamente constante en
condiciones de conservacidn adecuadas.

52, E1 descenso del pH durante la conservacién de leche en polvo
se debe fundamentalmente al progreso de la reaccién de Maillard,
y en menor medida, a la degradacién de la lactosa via Lobry de

Bruin—-Alberda van Eikenstein.

62, La adicidn de CO, antes del proceso de atomizacidn disminuye
la formacién de furosina y lactulosa durante la conservacidn de

la leche en polvo.

72, La determinacidén de furosina puede servir como indicador del
progreso de las etapas iniciales de la reaccién de Maillard, sin
embargo para estados avanzados de dicha reaccién, gran parte del
precursor de furosina, lactulosil~-lisina, se degrada,

disminuyendo considerablemente el contenido en furosina.
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82, La formacidén de furcsina y lactulosa durante la conservacidn
es mas rapida en el concentradec de proteinas de suero en polvo
gue en leche en polvo.

98, De los parametros estudiados, la relacidn Furosina/Lactulosa
es la mas adecuada para detectar la presencia de leche en polvo
reconstituida en leche UHT.
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