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Introduccion

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La leche humana como modelo para la alimentacion del lactante es incuestionable.
Sélo cuando ésta no es suficiente o no es posible se emplean férmulas infantiles. Actualmente
el contenido de la mayoria de los nutrientes en las féormulas infantiles imita con bastante éxito
el correspondiente de la leche materna. Sin embargo, la alimentacién natural presenta las
ventajas, frente a la artificial, de que se encuentra apta para su consumo, a la temperatura
adecuada y sin necesidad de higienizacién, aporta nutrientes de alta biodisponibilidad y
también componentes no nutritivos como inmunoglobulinas, lactoferrina, y lisozima, que la

convierten en el alimento por excelencia para el recién nacido.

Existen recomendaciones de ambito nacional, europeo e internacional (Real Decreto
72/1998 de 23 de Enero BOE, 4/2/1998; ESPGAN, 1993; AAP, 1992; FAQ/OMS, 1994)
sobre la composicion en nutrientes de los preparados para lactantes y preparados de
continuacion, asi como sobre determinadas medidas higiénicas, de etiquetado reconstitucién,
etc. No obstante, en las citadas directrices no se indica de qué modo debe realizarse el
calentamiento a la hora de preparar un biberdn. Particularmente, no se contempla la
posibilidad de emplear un horno microondas. De hecho, se han resefiado casos de quemaduras
en el paladar de bebés a los que se les ofrecidé un biberdn cuya tetina flabia sido introducida
en el microondas (Nemethy y Clore, 1990). Esos datos junto con la mayor dificultad para
controlar la correcta relacion tiempo-potencia y el calentamiento desigual que se obtiene con
el horno microondas quiza justifiquen que en ninguna etiqueta de férmulas infantiles se den
instrucciones sobre la preparacién del biberén utilizando microondas, incluso cuando si se

trata de férmulas en polvo sdlo seria necesario calentar ¢l agua.

A pesar de ello, es patente que los microondas estan cada vez mas extendidos en los
hogarés y tienen una gran utilidad en el recalentamiento de platos preparados asi como en el

calentamiento de liquidos, incluyendo leche de vaca y férmulas infantiles.



Introduccién

Por otro lado, cabe pensar que los efectos de las microondas sean diferentes en funcion
de las caracteristicas del alimento que se calienta. Asi, pensamos que seria interesante estudiar
si su empleo afecta o no a la leche de vaca con mayor o menor contenido graso. Ademas, en
el caso de las férmulas infantiles liquidas, listas para su consumo, cabria plantearse si el
microondas podria afectar la calidad del producto, ya que algunos datos manifestaban la
posibilidad de racemizacién de aminoacidos en determinadas muestras sometidas a

tratamientos por microondas (Lubec y col., 1989) y existia un cierto tabd ante este tema.

Pero la influencia del calentamiento doméstico de la leche de vaca y férmulas
infantiles y sus repercusiones nutritivas no son sino efectos afiadidos al ya existente por el
tratamiento térmico industrial utilizado en la fabricacion de dichos alimentos. Asi, la leche de
vaca se presenta en distintas formas en funcidén de que sea pasteurizada, evaporada, uperizada
(UHT), concentrada, etc., y las férmulas infantiles en Espafia se presentan en forma de polvo,
deshidratadas, o liquidas, esterilizadas convencionalmente o por UHT. Los preparados en
polvo se distribuyen mayoritariamente en oficinas de farmacia para lactantes de primera y
segunda infancia, mientras que los preparados liquidos en general se emplean en hospitéles
infantiles y neonatologia, siendo fundamentalmente los productos liquidos obtenidos por UHT
los que se utilizan mas en lactantes mayores que comienzan a diversificar su dieta e incluso

nifios de hasta tres afios de edad.

La industria alimentaria conoce desde hace tiempo la existencia de la denominada
reaccion de Maillard, o pardeamiento no enzimatico, que se produce entre azicares reductores
y aminoacidos y consiste en una cadena de reacciones comenzando por el compuesto-de
Amadori pasando por las prelanoidinas, que son compuestos poliméricos de bajo peso
molecular, y por ultimo las melanoidinas, que son insolubles y ciertos compuestos volatiles.
Las consecuencias nutritivas mas extremas son pérdida del valor nutritivo de la proteina y

de algunos metales que se fijan a las melanoidinas y resultan no absorbibles.
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Otra reaccion que se produce en la leche por efecto del tratamiento térmico es la
isomerizacion de la lactosa, originando lactulosa, que a su vez puede participar en otras
reacciones que finalizan también en la formacién de polimeros y compuestos volatiles. Sin
embargo, los efectos nutritivos de este proceso son menos importantes que los causados por

la reaccion de Maillard.

Por todo ello nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Conocer la influencia del tratamiento térmico doméstico, al bafio Maria o por microondas,
de leche de vaca entera y descremada, asi como de una férmula infantil, presentada en

forma de polvo y liquida, sobre la biodisponibilidad mineral.

2. Establecer si el proceso térmico implicado en la fabricacién de preparados para lactantes,
deshidratacién, esterilizacién convencional o esterilizacion UHT, modifican la

biodisponibilidad de proteinas y minerales.
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2.1. BIODISPONIBILIDAD
2.1.1. Concepto de biodisponibilidad

La idea de que no basta con ingerir un nutriente sino que éste debe ser capaz de ser
utilizado ya se habia considerado por diferentes autores, pero es en los ultimos diez afios
cuando el concepto de bio-disponibilidad ha adquirido gran relieve. Actualmente se entiende
por biodisponibilidad "la fraccién de un nutriente ingerido que se utiliza para funciones
metabolicas normales o almacenamiento” (Jackson, 1997), y se aplica fundamentalmente a
vitaminas, minerales y aminoéacidos. En el congreso "Biodisponibilidad 97" se planted
redefinir el término biodisponibilidad, la propuesta de West fue: "la fraccion de cualquier
nutriente que se ingiere que potencialmente puede alcanzar sus tejidos diana". Esta definicion
tiene en cuenta que uno de los determinantes més importantes de la biodisponibilidad es la
proporcidn que se absorbe en el tracto gastrointestinal, es decir, el nutriente ingerido debe
transformarse en una forma absorbible y atravesar eficazmente la barrera intestinal. Pero
ademas debe ser transportado a los lugares de accidn o a sus reservorios corporales (esquema
1). Este proceso guarda semejanza con la denominada utilizacién nutritiva que engloba los
procesos de absorcidn y utilizacion metabdlica, como se describe en la metodologia del
presente trabajo. Sin embargo, el estudio de la biodisponibilidad es mas amplio y abarca
caracteristicas fisico-quimicas del nutriente asi como mediciones en tejidos y determinaciones
de la funcién. Ademas, el concepto de biodisponibilidad también se aplica a medicamentos
para los que se utiliza la siguiente definicion (Jackskon, 1997): "la proporcién y magnitud en
la cual las sustancias activas o partes terapéuticas de una medicina se absorben y llegan a ser
disponibles en los lugares de accidn", y para estos principios actives se contempla la serie

L.A.D.M.E. (Liberacién, Absorcién, Distribucién, Metabolismo y Excrecién).

En los dltimos afios se han celebrado diversos congresos internacionales y se han
publicado numerosas revisiones sobre la biodisponibilidad mineral, algunas de las cuales
sefialamos a continuacion: Hazell, 1985; Southon et al. (1988); Southgate y col., (1989);
Fairweather-Tait (1992); Barbera v Farré (1992); Schlemmer (1993); Jackson et al. (1997).
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2.1.2. Factores que influyen en la biodisponibilidad mineral

Como se indica en el esqﬁema 1 existen una serie de factores ex6genos, dependientes
del entorno, y enddgenos, o dependientes del individuo, que modulan la biodisponibilidad
mineral. En esta Memoria se dedica un capitulo especial a la influencia del procesado de los
alimentos, concretamente el tratamiento térmico de la leche, sobre la biodisponibilidad de los

minerales. Entre los factores dependientes del entorno la dieta juega un papel destacado.
2.1.2.1. Factores dietéticos

2.1.2.1.1.Nutrientes

El primer condicionante de su biodisponibilidad va a ser el propio mineral que se
considera. Tanto su cantidad como la forma quimica en que se presente seran determinantes
de una mayor o menor utilizacién en el organismo. Por ejemplo, el hierro hemo es mucho
maés disponible para el hombre que el hierro no hemo, y de este tltimo se absorbe mucho

mejor la forma ferrosa (Hallberg, 1981).

10
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La grasa dietaria afecta la utilizacién de los minerales en el organismo y no sélo su
cantidad sino también el tipo de 4cidos grasos que contenga, como indica en su revisién
Pérez-Granados (1997): en general, cierta cantidad de grasa es necesaria para la absorcién
mineral pero cuando la dieta es francamente hipergrasa puede producirse un efecto inhibitorio
que se extiende a todos los nutrientes en el caso de que origine diarrea; por otro lado, los
acidos grasos saturados de cadena larga dificultan la absorcién del calcio, que se absorbe
mejor con los insaturados o el oleico (C18:1), mientras que el acido linoleico (C18:2) y en
general la grasa poliinsaturada incide negativamente en la biodisponibilidad del hierro (Pérez-

Granados y col., 1995) elemento que prefiere la presencia de grasa saturada.

Los hidratos de carbono también ejercen un efecto. Uno de los mas importantes en
relacion con nuestro estudio es el aumento de la absorcion de calcio por la lactosa, como se
pone de manifiesto en la leche materna. La absorcién de hierro se ve favorecida por los
azucares: lactosa>sacarosa>fructosa>glucosa, y por el contrario, la presencia de sacarosa o de
fructosa disminuye la biodisponibillidad del cobre (Fields, 1988), habiéndose observado que

el efecto de esta ultima es mas intenso (Van den Berg y col., 1993)

La proteina desempefia una funcion muy relacionada con la biodisponibilidad mineral.
Igual que se ha indicado para la grasa, cierta cantidad de proteina es necesaria para la
absorcion mineral, pero las dietas hiperproteicas favorecen una mayor excrecion de algunos
metales, como el calcio (Hegsted v Linkswiler, 1981) y el zinc (Sandstead, 1981). Los
productos resultantes de la digestién proteica, péptidos y aminoécidos, pueden unirse a los
lones metalicos evitando su precipitacién cuando avanzan hacia el yeyuno y el ileon donde
el pH va haciéndose menos acido y la solubilidad de estos elementos disminuye. Se ha
comprobado que el mecanismo consiste en la formacién de quelatos que pasan intactos la
barrera intestinal (Ashmead, 1989). En el caso del hierro se sabe que la carne mejora
notablemente su absorcién, no sélo porque aporte hierro hémico sino también porque los
productos de su digestién son responsables del efecto, el llamado "factor carne” presente en

la carne, el pollo y el pescado (Bjorn-Rasmussen y Hallberg, 1979). Aguirre (1995) indica

11
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detalladamente la influencia de las proteinas de origen animal y vegetal sobre la

biodisponibilidad de caicio, magnesio, hierro y zinc.

Los macronutrientes influyen en la biodisponibilidad mineral pero también otros
minerales. Asi, las interacciones fosforo-calcio, calcio-hierro y calcio-zinc estan bien
documentadas. Aunque en condiciones de una ingesta adecuada de estos elementos no se
producen alteraciones de la absorcién, un exceso de fosforo en la dieta puede impedir la
absorcidn de calcio por formar complejoé de fosfato calcico insolubles (Widdowson y col,,
1963) y estimular la liberacion de la hormona paratiroidea conduciendo a un
hiperparatiroidismo secundario, lo que tiene especial relevancia en lactantes y nifios que se
encuentran en periodo de crecimiento 6seo (Lau, 1986; Fomon, 1995) vy en personas de edad
més avanzada que estan mas expuestas a una osteoporosis (Calvo y col., 1993; Van Beresteijn,
1993); la ingesta de calcio se ha relacionado con un estado de hierro deficiente (Dawson-
Hughes y col., 1986; Hallberg y col., 1991) y también con la inhibicion de la absorcion de

zinc, por favorecer los complejos insolubles calcio-fibra-zinc (Mills, 1985).

Los elementos traza intcraécionan entre si fundamentalmente porque compiten por
mismos lugares de absorcién. En este sentido son conocidas las interacciones con el hierro det
cobalto, cobre, cadmio, manganeso y plomo (Bremner, 1978; Morris, 1987; Linder, 1988) o
las que afectan al zinc {(Solomons, 1986; Rogers y col., 1987; Hill, 1988; Flanagan y Valberg,
1988; Yadrick y col., 1989).

Las vitaminas que se ingieren modulan la biodisponibilidad de los distintos minerales
y elementos traza. Aparte de la relacién entre el estado de vitamina D y el metabolismo
fosfocalcico, el acido ascdrbico favorece la absércién del hierro no hemo por reducirlo a
estado ferroso y a la vez por formar un quelato que es estable en un amplio rango de pH
(Hallberg y Rossander, 1984; Herbert, 1987). Sin embargo, esta vitamina disminuye la
biodisponibilidad del cobre ya que inhibe su absorcién y ademas estimula su excrecién por
la bilis {Van den Berg y Beynen, 1992).

12
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2.1.2.1.2. No nutrientes

" Quiza la influencia mas notable es la de la fibra dietaria sobre la absorcién mineral.
La fibra insoluble tiene la capacidad de captar diferentes metaies, particularmente zinc y hierro
dificultando su solubilidad y posterior absorciéon (Hallberg y col., 1989; Brune y col., 1989;
Vaquero y col., 1992). La fibra soluble también es capaz de fijar iones metélicos pero, en
funcion del grado en que es degradada en el colon y la capacidad de absorcién del mineral
en dicho segmento del intestino, las repercusiones seran mas o menos importantes (Torre y
col., 1991). Los efectos fisiologicos de la fibra: disminucién del tiempo de tréansito, dilucién.
del contenido intestinal, irritacién de la mucosa, etc, indirectamente pueden contribuir a

empeorar la absorcion de los minerales.

Determinadas sustancias se encuentran en los alimentos asociadas a la fibra. Entre ¢llas
destacan los fitatos cuya accion inhibe el transporte intestinal de calcio, magnesio, y
especialmente hierro y zinc (Hazell, 1985; Torre y col., 1991; Aguirre, 1995). El grado de
fosforilacion de la molécula condiciona la capacidad de fijar iones metalicos. Asi, Sandberg
y col. (1989) encontraron que el inositol penta- y hexafosfato reducian la solubilidad del

hierro pero no los inositoles de menor numero de fosfatos.

Los oxalatos también causan efectos negativos sobre la absorcion de calcio, magnesio
y zinc (Kelsay y Prather, 1983). el mecanismo responsable podria ser la formacion de
complejos fibra-mineral-oxalato que son mucho mas dificiles de romper que los de oxalato-

mineral y fibra-mineral.

Los efectos de los compuestos fenélicos (flavonoides, polifenoles, taninos, etc.) sobre
la biodisponibilidad mineral se han estudiado relativamente poco. Se considera en general que
los taninos la disminuyen, pero no todos los compuestos fendlicos afectan con la misma
intensidad a la absorcion de los minerales; Brune y col. (1989) describieron la interaccion
entre algunos compuestos fenolicos concretos -acido gélico, acido tanico, acido clorogénico-

'y el hierro. El té y el café son infusiones que se consumen ampliamente en todo el mundo y
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que contienen una gran variedad de compuestos fendlicos, algunos de ellos no identificados.
E!l hierro tradicionalmente es el elemento que se ha considerado mas afectado por la ingesta
de ambas bebidas, en parte porque sobre este elemento se han realizado mayor nimero de
estudios que sobre los demas (Farkas y Le Riche, 1987; Brune y col., 1989; Christian y
Seshadri, 1989). Ademas la influencia negativa que el té ejerce sobre este metal es superior
que la del café (Hallberg y Rossander, 1982; Vaquero y col., 1991). Por el contrario, la
absorcién real de calcio practicamente no se modifica por la presencia de café, aunque en
consumos cronicos tiende a incrementar su excrecion por via urinaria, 1o que reduce su
retencion corporal (Whiting y Whitney, 1987; Vaquero y col, 1993). Sin embargo, respecto
al cobre se ha indicado que el té favorece tanto su solubilidad como su absorcion y retencion

hepatica (Vaquero y col., 1994)
2.1.2.2.Factores fisiolégicos

Los factores intrinsecos determinan que parte de un mineral absorbible es retenido por
el organismo y como consecuencia utilizado. Esto esta directamente relacionado con su estado
nutricional y sus necesidades individuales, patologias, herencia gené'tic'af.. segin lo cual la
biodisponibilidad no es una propiedad del alimento sino el resultado de su interaccién con
el individuo. El nacimiento supone un paso brusco de la nutricion parenteral transplacentaria
a la alimentacién enteral fraccionada e intermitente. Este paso implica la adaptacién al
metabolisto y nutricidén extrauterinos, para lo cual el aparato digestivo debe madurar para que
capacite al nifio para adaptarse progresivamente a la alimentacién variada. El paso a la
alimentacion oral precisa de la coordinacién de todo el tracto gastrointestinal: succién y
deglucién, vaciamiento gastrico y motilidad intestinal, regulacion de la secrecion salivar,

gastrica, pancreatica y hepatobiliar y actividad de las enzimas del enterocito (Martinez, 1993).

El crecimiento es una etapa fisiolégica anabdlica durante el cual un porcentaje
importante de la ingesta energética se dedica a este fin (Fomon y Nelson, 1994). Las eficacias
de absorcién y utilizaciéon de los nutrientes estdn incrementadas, como también lo estan

durante la gestacién y lactacion, aunque en estos dos estadios el reparto de sustratos entre
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madre ¢ hijo estin condicionados por €l estado nutritivo de la madre (Vaquero y Navarro,

1993; Vaquero y Navarro, 1996) .

Bajo condiciones de escasez de nufrientes el organismo incrementa al maximo la
biodisponibilidad y a la vez limita considerablemente las pérdidas (Fairweather-Tait y col.,
1985).

2.1.3. Métodos para el estudio de la biodisponibilidad mineral
A grandes rasgos pueden dividirse en tres categorias:

- Métodos in vitro
* solubilidad
* membranas de diélisis
* intestino aislado
* cultivos celulares
- Métodos in vivo
* Intestino in situ
* perfucion de higado
* técnicas de balance

* técnicas radioactivas
2.1.3.1. Métodos in vitro

Originalmente el método de disponibilidad in vitro con membrana de didlisis fue
descrito por Miller (1981), basicamente se trataba de simular la digestion gastrica e intestinal
mediante una incubacion con los enzimas pepsina, pancreatina y sales biliares y el digerido
gastrointestinal resultante difundia libremente a través de una membrana semipermeable de
dialisis con un tamafio de poro similar al del intestino. A su vez de este método existen dos

modalidades: método discontinuo y método continuo; en el primero tedricamente se llegaria |
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a un equilibrio entre los solutos de ambos lados de la membrana de diélisis; en el segundo
mediante bombeo se retiran continuamente los productos dializados, lo que pretende acercar
el modelo mas al proceso digestivo en el que el torrente circulatorio supone una disminucion
de la concentracién de los elementos ya absorbidos en el lado interno de la membrana; no
obstante Wolters y col. (1992) demostraron que los resultados obtenidos por ambos métodos

son equiparables.

De acuerdo con Schaafsma (1997), el método de digestion in vitro es adecuado para
estimar cuando un elemento estd disponible para ser absorbido debido a su solubilidad; y a
este respecto Hurrell y col. (1988; 1989) matiza que es adecuado para predecir la direccion

de 1a respuesta de absorcidon pero no la magnitud de dicha respuesta .

Actualmente es de plena actualidad la combinacién del sistema de digestién in vitro
con la absorcion a través de lineas de células intestinales (ejem. células Caco-2) (Glahn y col.,
1996, Glahn y col., 1997). Este método tiene la ventaja frente al modelo in vitro con dialisis
de que se mide la fraccién de nutriente dializado que es captado por las células, y por otro

“lado no intervienen factores intrinsecos; es decir puede aplicarse para estudiar la influencia

de componentes alimentarios concretos sobre la biodisponibilidad mineral.
2.1.3.2. Métodos in vive

Las técnicas de balance se han utilizado tanto en modelos experimentales con
animales de laboratorio como en humanos. Estos metodos miden la diferencia entre la ingesta
del micronutriente y las pérdidas por via fecal y urinaria para conocer si existe balance
positivo o negativo. Se consideran de gran laboriosidad y con limitaciones en el caso de
elementos traza y aquellos cuya secrecién endégena es importante Sin embargo, en estudios
comparativos entre distintas dietas y en conjuncion con datos bioquimicos o de composicién
corporal siguen siendo utilizados (Pérez-Granados, 1995). Para determinar en humanos qué
fraccion de las heces corresponde al periodoe de balance se utilizan diferentes marcadores

fecales (Fairweather-Tait, 1977) aunque en la infancia practicamente no hay trabajos
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publicados y la mayoria se realizaron en prematuros bajo condiciones de hospitalizacion.

Cuando no se discrimina en el contenido fecal entre la cantidad del elemento
proveniente de la dieta y el de las secreciones intestinales {(enddgeno), se utilizan los
parametros de absorcion y retencidn aparentes, como se describe en la metodologia de este
trabajo, pero en algunos estudios se determinan esas pérdidas enddgenas segun diferentes
aproximaciones. Para el caso del balance nitrogenado se considera eliminacién fecal endégena
la de animales alimentados con una "dieta carente de proteinas o que tiene la cantidad
estrictamente necesaria de una proteina altamente digerible para prevenir una pérdida excesiva

de proteinas corporales.

El problema de la determinacién de la absorcion y retencion real se soslaya con la
utilizacién de marcaje isotdpico. Los is6topos radioactives han sido ampliamente utilizados
en animales de investigacidn e incluso en humanos, aunque para determinados grupos de
poblacién (lactantes, gestantes, etc.) son inaceptables. Basicamente consiste en afiadir el
isétopo a la dieta y medir repetidamente la retencion corporal total a fin de calcular la
absorcion real (Sandstrom, 1997). La retencion real se calcula conociendo la retencion
corporal total en un grupo al que se le administra el isétopo intraparenteralmente (Vaquero,

1994).

Sandstém y col (1983) disefiaron un modelo in vivo con ratas lactantes para estudiar
la biodisponibilidad de zinc en leche y férmulas infantiles, que se aplicd posteriormente par
otros elementos (Lonnerdal y col., 1985, 1988 y 1993). Utilizaron ratas lactantes de 14 o 16
dias a las que se les administraba intragasticamente la muestra marcada con un isétopo
radioactivo del elemento a estudiar, posteriormente se sacrificaba a los animales y se
determinaba la radioactibidad en distintos tejidos del cuerpo. Estos autores establecieron que
los resultados obtenidos con este modelo en rata lactante se correspondian bastante bien con

los de humanos.
El futuro de estos métodos estd encaminado hacia aquellos basados en isétopos
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estables que ya han sido establecidos como adecuados para valorar la biodisponiblidad
mineral, y las técnicas de espectrometria de masas estan siendo desarrolladas en este sentido.
Dichos métodos estéan de plena actualidad y su mayor ventaja es que pueden aplicarse a
humanos de cualquier edad, siempre y cuando las condiciones de pureza del isétopo estable
estén garantizadas (Mellon y Sandstrém, 1996). No obstante, se les ha atribuido algunos
inconvenientes (Sandstrém y col., 1993; Bioavailability *97, workshops):

- Alto coste

- Equipamiento sofisticado

- En ocasiones la adicion del isétopo estable no puede producirse en condiciones traza

- Para algunos elementos no se dispone de is6topo estable.
Este mismo afio, Hurrell y col (1998) demostraron que los estudios con férmulas

infantiles pueden realizarse con is6topos estables, y que se obtienen resultados comparables

en nifios y adultos.
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2.2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA LECHE
Introduccion

El comportamiento de la leche sometida a calentamiento es funcién no solamente de

la temperatura alcanzada sino también de la duracion del calentamiento.
Cuando la leche se calienta tienen lugar una serie de reacciones importantes:

- El pH disminuye como consecuencia de la ruptura de lactosa dando lugar a formas
acidas (Gould, 1948)

- Las caseinas se desfosforilan parcial o totalmente (Belec y Jenness, 1962).

- Las caseinas se disocian de las micelas (Kudo, 1980; Aoki y Kako, 1983; Dalgleigh y
col. 1987)

- Se producen interacciones entre las proteinas séricas y la k-caseina de la superficie de
las micelas (Sawyer, 1969)

- Este conjunto de reacciones pueden afectar al comportamiento del fosfato calcico micelar

y pudiendo precipitar del suero (Dalgleish, 1989):

Por lo tanto, €l calentamiento de la leche implica numerosas consecuencias, como
modificaciones de la estabilidad de la solucién coloidal y de la emulsion grasa, del color y
sabor, con sus correspondientes repercusiones nutricionales.

2.2.1. Efectos sobre las proteinas

En el caso de la proteina, el procesamiento normalmente incrementa €l sabor y el gusto

(reaccion de pardeamiento) aunque el valor nutritivo disminuye.
Se puede esquematizar el dafio proteico debido al procesamiento en los siguientes grupos:

- Reacciones suaves con grupos carbonilo: este primer tipo se produce en condiciones de

calentamiento relativamente suaves de alimentos ricos en azucares reductores, como es el caso
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de la leche. Este mecanismo corresponde a la reaccién de Maillard o pardeamiento no
enzimatico. Como consecuencia, el grupo amino, principalmente el de la lisina, queda no

disponible.

- Reacciones que se dan en condiciones mis severas: se producen por calentamiento mas
fuerte, tanto en presencia (corresponderia a la reaccién de Maillard en etapas mas avanzadas)
o ausencia de azlicares, y se origina una disminucién de la digestibilidad y de la

disponibilidad en la mayoria de los aminoécidos.

- Reacciones con tratamiento alcalino: cuando la proteina es expuesta a un medto aicalino,

se produce la pérdida de cistina y lisina, en primer lugar, con la formacién de lisinoalanina.

- Reacciones de oxidacién: este grupo comprende una serie de reacciones de oxidacion

siendo la metionina y la cisteina los aminoacidos mas sensibles.

En el caso de la leche es preciso distinguir la accidn sobre las proteinas solubles, bastante

termoestables, vy la accién sobre las caseinas, que son mucho menos alterables por ¢l calor,
2.2.1.1. Efectos sobre las proteinas solubles

Segiin Scott (1989) las proteinas séricas de la leche son muy termolabiles debido a su bajo
contenido en fdsforo, prolina (responsable de prevenir la formacion de enlaces de hidrégeno

en la coagulacion) y por el contrario elevado contenido de aminoacidos azufrados.

Estas proteinas se desnaturalizan cuando se someten a temperaturas supertores a 56 °C
durante 30 minutos (Larson y Rolleri, 1955), lo cual se traduce por una desestabilizacién y

activacion de los grupos sulfidrilo (-SH).

El calentamiento provoca la agitacién de las moléculas de proteinas del suero que tienen
caracter globular. Esta agitacién aumenta con la temperatura y provoca la ruptura de enlaces
secundarios que unen las cadenas polipeptidicas produciendo cambios en la estructura nativa.

Por tanto, se desenrollan y como consecuencia, los grupos apolares que estaban dirigidos hacia

20



Revisién Bibliogrifica

el interior de la molécula proteica se encuentran en posicién externa, mientras que los grupos
polares pueden asociarse con la transferencia de agua de la molécula al disolvente. Todos

estos fenomenos conducen a una disminucién de la solubilidad de la proteina.

La desnaturalizacién de las proteinas séricas es més importante cuanto mas alta sea la

temperatura utilizada en el procesamiento industrial como se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Desnaturalizacion de las proteinas solubles de la leche por diversos tratamientos

térmicos industriales

Condiciones Procedimiento % proteinas solubles
calentamiento desnaturalizadas
63°C - 30 min Pasteurizacién baja despreciable
72°C - 15-20 s Pasteurizacion HTST despreciable
80°C - 1 min - 20%

145°C - 1 a2 72 Calentamiento UHT 60%
80°C - 30 min - 90%

90°C - 5 min - 100%

115°C - 15 min Esterilizacién en 100%
autoclave
Tomado del Tibro de Lactologia Técnica, pp 98.

Por otra parte, algunos grupos quimicos como los sulfidrilo sufren un desenmascaramiento,

con lo que se encuentran disponibles para ciertas reacciones.

La B-lactoglobulina es la proteina soluble mayoritaria, representa el 40-60% de las
proteinas del lactosuero y es el origen de fenémenos de gran importancia tecnologica.
Relativamente rica en cisteina, es la principal fuente de grupos SH junto con las proteinas de

la membrana del glébulo graso. Estos grupos experimentan una activacion lenta a partir de
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los 73°C y mas rapida a partir de temperaturas superiores. Los grupos SH son muy sensibles
al oxigeno. Una leche desprovista de aire es mas rica en grupos SH que la misma leche no
desaireada. Este fenémeno explica las propiedades antioxidantes de la leche sometida a
calentamiento conservada en atmoésfera inerte, ya que los grupos sulfidrilo son potentes
agentes reductores que rebajan el potencial de éxido-reduccién de la leche confiriéndole cierta

resistencia a la oxidaciéon (Hutton y Patton, 1952).

Por otro lado, los grupos SH parecen ser responsables, al menos en parte, del aroma
a cocido de las leches calentadas. En disolucidn acuosa a temperatura de ebullicion, la
cisteina, principal fuente de grupos SH en la f-lactoglobulina, libera sulfuro de hidrégeno
(SH,) volatil. También se piensa que la activacién de los grupos SH causa la formacién de
un complejo entre la B-lactoglobulina y la caseina en la leche calentada. Este fenémeno,
observado por primera vez por Tobias {1952) mediante examen electroforético fue confirmado
posteriormente por numerosos autores, quienes pusieron de manifiesto la implicacion de la
caseina k en la formacion de dicho complejo. Dicho complejo goza de propiedades
estabilizantes con respecto a las micelas de fosfocaseinato, de forma que al provocar su

formacién, mediante un recalentamiento apropiado, se refuerza la estabilidad de la leche.

Rose (1962) liegd a la conclusion de que existe una relacién entre la formacion del

complejo P-lactoglobulina-caseina y el pH inicial de 1a leche.

En lo que respecta a su desnaturalizacién por los procesamientos térmicos industriales
mas comunes aplicados a la leche: la inyeccion directa de vapor provoca una menor
desnaturalizacion que el calentamiento en tubos. Segiin Dill y col. (1964) se debe a la dilucién

de la leche por el vapor.

2.2.1.2. Efectos sobre las caseinas
En el rango de temperaturas en que las proteinas séricas se alteran, las caseinas

calentadas por separado no muestran ningun signo de desnaturalizacién. Para poder constatar

alguna modificacién es necesario calentar a temperaturas muy elevadas, superiores a 120°C
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durante 10 minutos. Ademas, es de destacar que esta modificacién no es una desnaturalizacién
sino una hidrolisis; produciéndose la ruptura parcial de las cadenas polipeptidicas con la
liberacion de nitrégeno no proteico, fdsforo y 4cido sidlico. Segin Alais y col. (1966), un
calentamiento a 135°C durante una hora produce una desfosforilacién completa de las
moléculas. La totalidad del fésforo organico se encuentra en forma mineral y los enlaces ester,
con la serina, son escindidos en su totalidad. El 4cido sidlico también parece ser liberado en
su totalidad. Cerca del 15 al 20% del nitrégeno se encuentra en forma de nitrégenc no

proteico. Estas transformaciones suponen una disminucién notable de la solubilidad.

Este comportamiento se explica por la estructura de la caseina nativa. Sus componentes
no son proteinas globulares como las proteinas del lactosuero, sino que su insolubilidad en el
punto isoeléctrico, su sensibilidad a la accion de los electrolitos y su poder rotatorio elevado

hacen que sean proteinas cercanas, por su estructura, a las proteinas desnaturalizadas.

Es interesante precisar la estabilidad térmica de las diversas fracciones de la caseina
bruta: la a-caseina es mas sensible que la P-caseina mientras que la k-caseina es la més
sensible. Para un mismo tratamiento térmico, la proporcion de nitrégeno y fésforo liberados
son claramente superiores en la caseina x, pues presenta enlaces fragiles que pueden romperse

facilmente.

En determinadas circunstancias un calentamiento mas moderado que el descrito
anteriormente puede modificar las caseinas. A partir de 45°C se observa una tendencia a la
disociacién del! complejo entre la caseina o y la caseina k ya que esta ultima pierde

progresivamente su capacidad para estabilizar la fraccion o (Garnier, 1996).
2.2.2, Efectos del calentamiento sobre la materia grasa

La grasa juega un papel muy importante en la aceptabilidad de los alimentos. A
diferencia de las proteinas, el procesamiento térmico de la grasa da lugar a la formacion de
un sabor y olor desagradables, es decir al enranciamiento. Este puede ser debido a cambios
hidroliticos, debidos a la presencia de agua en el alimento, oxidativos por el oxigeno

- atmosférico o térmicos por la elevada temperatura que se aplica con el procesamiento (Fritch,
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1981; Stevenson y col. 1984).

El enranciamiento hidrolitico implica la hidrélisis de la grasa, dando acidos grasos libres
y glicerol. Los triglicéridos formados por acidos grasos de cadena corta se hidrolizan con mas
facilidad que los de cadena larga. Posteriormente, los 4cidos grasos resultantes de la hidrdlisis
daran lugar a hidroperoxidos durante las reacciones de oxidacién (Pemamyer y col., 1985).
Cuando la leche se calienta tiene lugar la formacién de lactonas y metilcetonas. A
temperaturas elevadas se favorece la produccién de lactonas, con su consecuente sabor
desagradable. Las metil-cetonas también tienen un efecto negativo sobre el sabor de la leche,
y asi mismo la formacion de este compuesto aumenta con la temperatura: la leche cruda
contiene 10 nmol/g grasa, 12 la leche pasteurizada, 21 la leche UHT y 104 la leche

esterilizada convencionalmente (Piergiovanni y Volonterto, 1977).

El enranciamiento oxidativo implica la adicion de oxigeno de la atmésfera en presencia
de enzimas o determinados catalizadores. Se produce principalmente a nive] de los dobles
enlaces de loa acidos grasos (Stevenson y col. 1984). Debido a estas reacciones se producen
hidroperdxidos tanto se producen a altas como bajas temperaturas (Frankel, 1985). Asi a
temperaturas bajas, hasta 100°C se forman monémeros de triglicéridos oxidados. A altas
temperaturas, préximas a 200°C, la se originan principalmente dimeros y polimeros (Nawar,
1984). Este segundo mecanismo es el que induce pérdidas en el valor nutritivo del alimento,
va que ademas de la disminucién de acidos grasos esenciales, a través de reacciones
secundarias de la oxidacion lipidica, también se modifican indirectamente las vitaminas y las

proteinas.

Los hidroperéxidos que reaccionan de distintas formas, se pueden descomponer, originar
compuestos carbonilicos o polimerizarse. Los radicales libres y los hidroperéxidos pueden
interactuar con pigmentos, compuestos volatiles, vitaminas y proteinas para dar lugar a una
amplia variedad de productos, y a la inactivacién de nutrientes a través de la oxidacion de
vitaminas y aminoacidos azufrados. Los compuestos carbonilicos por otro lado pueden
participar en la reaccién de Maillard (Danehy, 1986; Namiki, 1988).

El tratamiento térmico puede afectar la composicién de dcidos grasos de los fosfolipidos
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y cambiar el contenido de 4cidos grasos libres, asi se ha observado un incremento de este

componente en la leche UHT (Renner, 1983).

En el capitulo correspondiente a la reaccién de Maillard, ya se ha indicado que la grasa
~ al oxidarse origina aldehidos y cetonas que pueden participar en la citada reaccién. Arnoldi
(1994) estudid la autooxidacién lipidica en un sistema modelo constituido por glucosa y lisina
que fueron calentados junto a aceites comestibles en presencia de compuestos prooxidantes
o antioxidantes. El compuesto prooxidante en ausencia de los aceites tenia un efecto directo
sobre la reaccién de Maillard incrementando la formacién de furanos, pirroles y pirazinas,
Este mismo compuesto al incluir los aceites en el sistema tenia un efecto menos pronunciado
porque el prooxidante estaba principalmente implicado en la oxidacion del aceite,

incrementando notablemente ia formacion de aldehidos.

Los componentes de la materia grasa de la leche son poco sensibles a los tratamientos
térmicos moderados. Es preciso alcanzar temperaturas muy supeniores a 100°C o realizar un
calentamiento prolongado durante varias horas a 70-80°C para detectar una degradacion de

los glicéridos.

La accién del calentamiento sobre la estructura del glébulo graso es mucho mas
importante a las temperaturas alcanzadas normalmente en lecherias. La pasteurizacién HTST
(72°C durante 20 segundos) desnaturaliza las aglutininas superficiales de los gldbulos y
diftculta la formacién de la capa de crema. Cuando el calentamiento alcanza 85-90°C durante
15 a 20 segundos, puede observarse la pérdida de material de la membrana del glébulo graso.

El complejo fosfolipoproteico es desplazado en bloque y se encuentra en la fase acuosa.
2.2.3. Efectos sobre la lactosa

La lactosa es responsable de importantes cambios quimicos que se produce ¢n la leche
al ser calentada. Este disacérido reductor participa en las reacciones propias de aldosas, la
primera reaccién que se desencadena en la lactosa por efecto tratamiento térmico es su
mutarotacién de formas o a B a 125°C en presencia de agua (Van Leverink, 1980; Adachi

y Itoh, 1981). Las formas o se hidrolizan en el intestino y digieren mas rapidamente, aunque
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€s mas interesante una hidrélisis relativamente lenta mejor puesto que favorece la absorcion

de diversos minerales (Fomon, 1995).

A temperaturas intermedias, entre las que se produce la mutarotacién y el punto de
fusion de la lactosa, se produce su isomerizacion rindiendo lactulosa y epilactosa, y a una
temperatura préxima a su punto de fusién se produce la formacidn de lactulosa (Femandez
y col., 1980). En este rango también se produce la hidrélisis de la lactosa a glucosa y
galactosa.

A temperaturas entre 300-500°C se produce su paralices (caramelizacién) originando

productos volatiles comunes a los todos carbohidratos bajo estas condiciones.

Aunque la mayoria de los cambios gue experimenta la lactosa estan relacionados con
la reaccion de Maillard, que ha sido ampliamente estudiada en otro apartado, la leche es un
sistema complejo donde practicamente todos sus componentes interactian. Centrandonos en
las interacciones en las que participa la lactosa, este disacarido forma enlaces de hidrégeno
con el agua, interaccion que modifica la actividad de agua de la leche. Adachi y Patton (1961)
observaron que la presencia de citratos y fosfatos favorecia la formacién de lactulosa a partir
de lactosa. Corroborando esta idea en otros estudios Klostermeyer (1982) obtuvo que la
isomerizacién de la lactosa durante el proceso de esterilizacién era mayor por efecto de
Na,HPO,. Este mismo autor junto a Geiser estudi6 la cristalizacién de los fosfatos durante el
calentamiento de la leche. Estos cristales actian catalizadores en la reaccién de isomerizacién
de la lactosa (Andrew y Prasad, 1989). Otro componente de la leche que actia como
catalizador es la urea, componente nitrogenado no proteico que actia sobre las interacciones

entre los grupos carbonilos y las proteinas activando alguno de los dos.

Segun Pierre y col. (1977) este efecto protector es muy importante en el suero de la
leche. También se ha observado que la lactosa a_'elevada‘s temperaturas es responsable de la
desestabilizacién de las caseinas. Por efecto del tratamiento térmico la lactosa da lugar a
formas acidas y en presencia de oxigeno la lactosa es la principal causa de acidez que induce

la coagulacién de la leche.
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Algunos de los métodos que se emplean para valorar la intensidad del tratamiento
térmico estan basados en el andlisis de las reacciones en las que participa la lactosa. Para la
leche de vaca "The International Diary Federation" ha propuesto la lactulosa como indicador
de procesamiento térmico, estableciendo el limite méximo para la UHT en 600 mg/L
(Sclimme y col.,, 1993), valores superiores indicarian que se trata de leche esterilizada
convencionalmente. Corzo y col., (1994) han descrito contenidos de furosina de 53.5 a 109.9
mg/L para una leche de vaca en polvo reconstituida comercializada, y 17.6 a 85.4 mg/L para

una leche de vaca UHT.

A elevadas temperaturas, como las que se alcanza en la esterilizacién o tratamiento
UHT, la formacion de lactulosa puede llegar a ser considerable. Por el contrario, a bajas
temperaturas, como en el almacenamiento de la leche, la formacion de lactulosa es baja y
predomina la reacciéon de Maillard, que puede ser valorado a través de la determinacion del

contenido de lisina, tras hidrélisis acida, de hidroximetilfurfural o de furosina.
2.2.4. Efectos sobre los minerales

Los componentes minerales de 1a leche estan en equilibrio dinamico entre la fase acuosa
y coloidal, pero con el calentamiento dicho equilibrio se ve alterado. Scott (1989) clasificé
a las sales minerales de la leche en dos grupos segun les afectara o no el tratamiento térmico:
al primer grupo pertenecia el calcio, fosfatos, magnesio y citrato y al segundo el sodio,

potasio, cloro y sulfato .

La leche fresca presenta un contenido de fosfato célcico disuelto préximo a su punto
de saturacién en la fase acuosa, por ello toda elevacién de la temperatura conduce a su
insolubilizacién progresiva. Las consecuencias del calentamiento estan en funcién de su
intensidad, asi cuando la elevacién de temperatura es moderada y no sobrepasa los 55-60°C,
se observa que la insolubilizacion progresiva del fosfato calcico acompaiiada de la integracion
del mismo en las micelas de fosfocaseinato en forma de una sal coloidal. Por lo tanto, se
produce una mineralizacion de las micelas y, como consecuencia, un aumento del tamafio
medio de las mismas junto a una disminucion del grado de hidratacién. Estas modificaciones

parecen ser completamente reversibles cuando la leche calentada se enfria. A temperaturas mas
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altas, por ejemplo a 85°C, casi todo el fosfato célcico que se ha depositado se vuelve a
disolver tras 48 horas a 5°C (Kannann y Jenness, 1961). A temperaturas por encima de 110°C,
y mas elevadas solo una parte del matertal depositado se redisuelve al enfriar (Hilgeman y
Jenness, 1951; Kannan y Jenness, 1961). Esto podria ser explicado por la hipdtesis de que
una parte del mineral depositado haya cambiado su estado formandose hidroxiapatita
cristalizada dentro de las micelas que no puede redisolverse durante el enfriamiento.
(Evenhuis, 1956; Edmonson y Tarassuk, 1956; Kannan y Jenness, 1961; Visser y col., 1986).

Este ditimo fendmeno, también es responsable del denominado formacién de la costra
de leche en los cambiadores de calor. Dalgleish (1987) al estudiar el comportamiento de los
minerales en la leche calentada observé que se producia un depdsito importante de calcio y
fosfatos en las paredes del tanque soporte de acero inoxidable. Cuando analizo los depositos
parece que estos no tenian una composicion bien definida que se pudiera relacionar con una
forma especifica de fosfato calcico. Cuando la leche se calentaba en recipientes de vidrio, que
presentan menos lugares donde se puede depositar el fosfato calcico, observé que estaba

favorecida el deposito de este compuestos en las micelas.

El efecto de la disminucion de pH en la leche calentada no puede ser analizado
aisladamente, sino teniendo en cuenta todas las demdas reacciones, especialmente la
desfosforilacién de las caseinas que condicionan la modificacién del fosfato célcico micelar
gue pasa a tener una naturaleza mds inorgénica y dicha desfosforilacién es la principal
causante de la disociacidn de las caseinas de las micelas. Segun disminuye el pH, el fosfato
calcico micelar se disuelve mejor y la medida en que se da el descenso depende de la
intensidad del tratamiento térmico (Sweetsur y Muir, 1980) .

En la leche existen proteinas y fragmentos de proteina de la leche, tal como las "peptone
proteose" que ejercen un efecto estabilizante sobre el calcio y fosforo previniendo que estos
minerales precipiten. El citrato también juega un papel importante en el manténimiento de la

estabilidad del calcio sérico puesto que forma un complejo con €l

28



Revision Bibliografica

Cuadro 1.

Contenido de vitaminas de 1a leche de vaca y los porcentajes de pérdidas inducidas
por los tratamientos térmicos: pasteurizacidn, esterilizacién y uperizacién

(Ford y Thompson, 1981)

Vitamin Raw milk, Loss (%)
content{ 100 ml '

£ Past. Steril, UHT
- Thiamin 45 ug <10 30 .10
~Riboflavin 180 ug ns ns ns
‘Nicotinic acid 80 ug ns ns . ns

- Vitamin Bg 40 ug <10 20 10
Vitamin B,, 0-3 ug <10 <80 10
Pantothenic acid 350 ug ns ns ns
Biotin 20 ug ns ns ns
. Folic acid 50 ug <10 50 15
- “Ascorbic acid 2-0mg 20 90 25
Vitamin A 30 ug ns ns ns
Vitamin D 22 ng ns ns ns
~ Vitamin E 86 ug ns ns ns
B-carotene 17 ug ns ns ns

ns = not significant.
- Past.=72°C for 15s.
Steril. = 115°C for 30 min.
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En lo que respecta al valor nutritivo de las vitaminas de la leche, estd una es importante
fuente de vitamina B,, y de riboflavina. Aunque ¢l contenido de acido nicotinico de la leche
no cumple con las RDA, si llega a contribuir hasta en un 50% a las RDA, si también se
incluye el acido nicotinico procedente del triptéfano. El aporte de vitamina A, D y E,
liposolubles, es mucho mas hmitado en la leche descremada o semidescremada respecto a la

leche que contiene toda su grasa.

La vitamina B, y el 4cido félico de la leche, asi como el hierro, estan fuerte y
especificamente unidos a proteinas séricas minoritarias, que estan presente en exceso, de
manera que la leche tiene capacidad para unirse a las vitaminas afiadidas. A nivel de la
glandula mamaria esta capacidad puede actuar como un mecanismo para atrapar las vitaminas
acumuladas en el plasma sanguineo en la leche, y facilitar el transporte y absorcién y de
vitaminas y a la vez evitar que las vitaminas sean tomadas de la microflora intestinal (Ford,
1974).

Las vitaminas liposolubles A, D y E son relativamente estables a los tratamientos
térmicos, asi como la riboflavina, acido nicotinico, acido pantoténico y la biotina (Ford y
Thompson, 1981).

La pérdida de vitamina C se determina por la concentracion de oxigeno disuelto en la leche
tras su procesamiento y envasado. Después de la pasteurizacién la leche presenta un contenido
total de aproximadamente 15 pg/ml de vitamina C, alrededor del un 85% est4 presente como
acido ascérbico y un 15% es dehidroascérbico. El tratamiento UHT, directo o indirecto,
reduce el contenido de acido ascérbico de la leche cruda en un 8% (Burton y col., 1970),
aunque el 4cido dehidroascérbico es destruido en su mayoria. Numerosos estudios citan que
las pérdidas de vitamina C estan entre un 5% y un 30% para UHT, y entre un 30% y 100%

en el caso de la esterilizacion.

La tiamina, vitamina B, vitamina B,, y el acido félico son menos estables al calor y
por lo tanto en los tratamientos térmicos mas severos se incrementa la pérdida de éstas. La
destruccién de vitamina B,, y acido félico implican interacciones complejas entre ellos y con
el oxigeno y agente reductores tales como el 4cido ascorbico. (Ford, 1967; Ford y col., 1974).

Los tratamientos térmicos que se¢ emplean en la produccidén de leche esterilizada y UHT
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(Burton y col.,, 1967) causan pérdidas acumulativas de la tiamina y la vitamina B,, que
incrementan con la frecuencia e intensidad del calentamiento. Respecto al icido fdlico, el
primer tratamiento potencia el efecto destructivo de los posteriores, sin embargo la pérdida

de vitamina B, se reduce notablemente por la pasteurizacion HTST preliminar.

Por lo tanto se puede concluir, que en general las pérdidas de vitaminas son pequeiias,
<10% en la pasteurizacion y entre un 10 y 20% después de la esterilizacién UHT. El método
indirecto produce probablemente pérdidas ligeramente mayores que el directo, aunque las
pérdidas de la esterilizacion en envase son considerablemente mayores que ambos métodos
UHT. Las pérdidas de vitaminas son sensiblemente reducidas cuando a la leche se aplica una
pre-esterilizacion UHT antes de introducirla en el autoclave a una temperatura y tiempo bajo
(Ford y Thompson, 1981).

En algunos casos el tratamiento térmico por si solo no produce pérdidas significativas
de vitaminas, pero es muy importante considerar las pérdidas posteriores debidas al envasado,

distribucion y almacenamiento de la leche antes de su consumo.

Varias vitaminas son potencialmente labiles y su contenido en la leche puede verse
afectado por diversos factores en el intervalo entre su embotellado o envasado y su consumo.
Las botellas de vidrio transparentes siguen siendo un envase muy comun de leche
pasteurizada, los cartones revestidos de polietileno también se llevan usando afios, y mas

recientemente se han introducido las botellas de polietileno.

La exposicién de la leche a la luz del dia o a la luz artificial (fubos fluorescentes cuya
longitud de onda es similar a la de la luz del dia), puede producir efectos muy perjudiciales
sobre las propiedades nutritivas y organolépticas de la leche, ya que se inducen reacciones
quimicas que afectan especialmente a las proteinas y los lipidos, asi como al sabor (Shipe y
col,. 1978; de Man, 1981; Thomas, 1981; Levey, 1982, Farrer, 1982).

El oxigeno juega un papel muy importante en el deterioro de la calidad organoléptica

y en la destruccién de ciertas vitaminas. La leche generalmente estd saturada de O,, pero si

no se introduce mas el contenido de O, va disminuyendo a la vez que las reacciones adversas
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asociadas. Pero si existe mas O, procedente del aire de dentro del recipiente, o por que las

paredes del envase sean permeables, se desencadenan reacciones de oxidacion.

Entre todas las vitaminas, la vitamina C y hasta cierto punto la riboflavina y la vitamina
A son particularmente vulnerables al oxigeno y a la luz. La leche es una fuente importante
de riboflavina. La pérdida de acido ascorbico asi como de acido fdlico viene determinada por
la concentracion de O, disuelto en la leche. La pérdida de ascorbato se ve muy incrementada
por la exposicion de la leche a la luz en presencia de riboflavina, esta destruccidn esta

catalizada por algunos metales pesados, especialmente el Cu.

Estudios de Ford y col, (1969} demuestran que durante el procesamiento UHT directo
el oxigeno se elimina de la leche mientras que en el método indirecto queda cierta cantidad.
Sin embargo, si el método indirecto va seguido de un desaireador, puede dar como resultado
leche con un bajo contenido de O,. Se ha observado que el contenido de vitamina C de la
leche procesada por el método indirecto y almacenada a 15-19°C rapidamente disminuye
después de 90 dias. También se encontrd que la estabilidad del acido folico estaba claramente
relacionada con e] contenido de &cido ascérbico (Burton, 1988). En la leche UHT por el
metodo indirecto se observo una pérdida total de acido félico al cabo de 14 dias, sin embargo
en la leche producida por el método indirecto no hubo pérdida alguna. Se pueden dar pérdidas
significativas de otras vitaminas labiles durante el almacenamiento; Ford y col, 1969 describi
la pérdida progresiva de vitamina B, hasta un 50% después de tres meses. La vitamina B,
mostré un comportamiento similar pero en menor medida. La adicidn de acido ascérbico a
. la leche antes de ser sometida al procesamiento UHT elimina eficazmente el oxigeno residual
y preserva el acido folico de la leche durante 60 dias de almacenamiento, pero la pérdida de

vitamina B, rdpidamente se incrementa.

El folato de la leche esta inicialmente protegido porque la oxidacién del acido ascérbico
es preferente. La riboflavina es fotolabil tal como lo son, aunque en menor medida la vitamina
B,. B, ¥ el 4cido folico. La riboflavina también cataliza el desarrolio de sabores oxidados asi

como la oxidacién de 4cido ascérbico (Finley y Shipe, 1968). La vitamina A esta sometida
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a pérdidas por su exposicién a la luz, pero se debe tener en cuenta que la vitamina A nativa
es considerablemente mas estable que los suplementos de vitamina A. Levey, (1982) describié
que las leches descremadas enriquecidas experimentan importantes pérdidas de vitamina A.

Ademis la luz penetra mas en la leche descremada que en la entera.

Los efectos de! tratamiento térmico sobre las proteinas y los carbohidratos originando

compuestos de la combinacién de ambos nutrientes se describen en ¢l siguiente apartado.
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2.3. LA REACCION DE MAILLARD

La interaccion entre el grupo amino y los compuestos carbonilo da lugar a cambios
complejos en los sistemas biolégicos y en los alimentos. Aunque desconocia la reaccién, en
1912 Louis Maillard, percibié su importancia cuando realizaba estudios sobre la sintesis de
las proteinas. Observd que al calentar una solucién de glicina y glicerina se producia un
oscurecimiento y el desarrollo de aroma. Ling (1908) también habia detectado que el
calentamiento de la malta a 120°C - 140°C tenia el efecto de realzar su sabor y color. Los
pigmentos pardos que se forman no son dializables, algunos son sin embargo solubles en agua,
otros son insolubles. Parece que su polimerizacién da lugar a sustancias con un peso molecular
superior a 1000 y que son sustancias inertes desde un punto de vista quimico y biolégico. Por
tanto, el tamafio molecular de 1000 seria la barrera que diferenciara las premelanoidinas de
las melanoidinas (Mauron, 1985). Como consecuencia, la reaccién de Maillard mejoraba el
sabor del alimento tratado termicamente pero también podia ser responsable de la menor

calidad del mismo.

Durante las altimas décadas se han publicado numerosos trabajos sobre la reaccion de
Maillard, al principio el interés de los investigadores se centro en los cambios organolépticos,
color y sabor, de los alimentos. Mas tarde el interés se desvié hacia los efectos nutritivos y
fisiologicos de la reaccidn, asi como los cambios de las propiedades fisicoquimicas de las
proteinas y su actividad antioxidante. Estudios mas recientes de estas reacciones abarcan los
problemas de seguridad de los alimentos (formacion de mutagenos), la quimica de las

proteinas in vivo, etc.

Aunque existe gran complejidad, los principales constituyentes de los sistemas
bioldgicos, incluidos los alimentos, son tres: las proteinas, los polisacéridos y los lipidos,
cuyas unidades estructurales -aminoacidos, monosacaridos, 4cidos grasos y alcoholes- se
reducen basicamente a cuatro grupos funcionales: -NH,, -CHO -COOH y -OH. Estos grupos
son responsables de la formacién de constituyentes biolégicos poliméricos que se forman a

través de reacciones de condensacion mediados por enzimas. Sin embargo, la combinacion de
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-CHO y -NH, es muy distinta, es no enzimatica. Aunque el primer paso de la reaccién no
enzimaética entre estos grupos es reversible (formacion y descomposicion de productos glicosil-
amino), estos productos experimentan reagrupaciones para dar productos cetosil-amino que
sufren reacciones urreversibles complejas que implican deshidrataciones, reagrupaciones,
escisiones, etc. y dan productos de descomposicién y polimerizacién que incluyen
componentes organolépticos y melanoidinas. Las funciones fisicoquimicas y fisioldgicas de

las proteinas estin afectadas por este tipo de reacciones (Namiki, 1988).

Tabla 1. Importancia de la reaccién de Maillard en los alimentos y en sistemas bioldgicos
(Namiki, 1988).

Aspectos quimicos Mecanismo de la reaccion de pardeamiento, aislamiento e

identificacién de los productos intermediarios, estructura y
_ propiedades de las melanoidinas

Aspectos técnicos Desarrollo de sabor, cambios cualitativos fisicoquimicos, control
del pardeamiento del alimento

Aspectos nutricionales Pérdida de aminoacidos (lisina, arginina, etc.), pérdida del valor
nutritivo, propiedades antinutritivas, quelacion deiones metalicos

Toxicologia Formacién de mutagenos, Antimutagénesis

Fisiopatologia Diabetes, envejecimiento

Se ha demostrado que Ia glicosilacién no enzimatica que se produce en la etapa inicial
de la Reaccién de Maillard también tiene lugar in vivo entre diversas proteinas afectando su
funcién de distintas maneras. Asi por ejemplo la cantidad de productos de Amadon se ve
incrementada en el doble en diabéticos, especialmente en aquellas proteinas de los tejidos que
no dependen de insulina para su asimilacién de glucosa. Esta reaccidn también es responsable
de algunos de los cambios, agudos o cronicos, que se producen a nivel molecular en

diabéticos.
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En lo que se refiere a las etapas mas avanzadas de la Reaccién de Maillard, se ha visto
que existen muchas semejanzas entre los cambios que se producen ¢n proteinas de larga vida
de algunos tejidos y los alimentos almacenados en presencia de azicares reductores. Esto
podria explicar, en parte, los cambios de solubilidad proteica que se producen con el

envejecimiento y diabetes (Monnier y Cerami, 1983).

2.3.1. Quimica de la reaccion

Es bien conocido que el indice de coloracion y las propiedades del producto de la
reaccion de pardeamiento dependen de la naturaleza de las sustancias reaccionantes y de las
condiciones de la reaccion, especialmente del pH y la temperatura. A pesar de los numerosos
estudios que se han llevado a cabo sobre el tema, todavia no se conocen completamente los
aspectos quimicos, debido a la elevada reactividad de las sustancias reaccionantes y los
productos, los entrecruzamientos de las rutas de la reaccién y la diversidad de productos. Las
revisiones de Hodge (1953, 1967) son muy completas. Este autor dividié el esquema de esta
reaccion en tres etapas:

1) Una etapa temprana (reacciones A y B) que implica la formacién de productos glicosil-

amino, seguido de la reagrupacién de Amadori.

2) Una etapa avanzada (reacciones C,D y E) que conlleva la deshidratacion y fragmentacion

de azucares, degradacion de aminoacidos, y otros.

3) Una etapa final (reacciones F y G) que supone la condensacién, polimerizacion y formacion

de compuestos nitrogenados heterociclicos y productos coloreados.
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Cuadro 1. Esquema general de la reaccién de Maillard, tomado de la revision de Hodge

{1953).
aldose agmino . . —— . [N-substiluted H.0
sugar compound @ glycosylamine t 2
Amodori  rearrangement
1-amino-i- deoxy-2-kelose
{1,2-enol form)
- @)~ |
o' ~3H,0 ~2H,0 ; ©
S . t a-omino_acid _ (£)
Schiff bose ~ |
of HMF or reduclones Strecker degradotion
furf?rol l
-aming compd ..
- +2H fission CO,
} +H,0 2Hr 2 producls T
dehydro (acelol,
}:M[f: C’rl reduc{ones pyruvaldehyde, aldehyde
urtura diacety! efc)
-amino with or +omino +amino
compd. without compd. compd.
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1) Reacciones de la etapa temprana

La etapa temprana de la reaccion viene esquematizada en la figura 2.

Cuadro 2. La etapa temprana de la reaccion de Maillard (Hodge, 1967).

RN
o KNI RN
| 1] HO o
HC.O CHOH CH |
] yanmw, | -no (CHOMM), , O
(CHON), et (CHOH) (CHOH), —— ] ) N
HC -
£, CH,0ON CH,ON |
CH,0H
Aldoswe in Addition Schill base NSubstinured
aldehyde {orm compound (not isolaled) glycoaylamine
b
RTH RNH + RNH RNH
I I I
HC CH CH CH,
i H | —H* I
(HCOH), © HCOH COH C:0
. I | .
H(Ir {HCOH), {(HCOH), (HCOH),
]
CH O CH,0OH CH,OH CH,OH
N-subalilu!cd Cation of .ol form N -Substiwuted
aldenytainine Schiff base l.amino-|-dcoxy-

2-kctosc, keto form

La primera etapa consta de la condensacion simple entre un grupo carbonilo de un
azucar reductor (en forma de aldehido) y un atomo de nitrégeno trivalente procedente de un
grupo amino libre de un aminodacido, una proteina, écido nucleico o una amina de bajo peso
molecular, para dar una glucosilamina N-sustituida: base de Schiff. Esta reaccion inicial, ha
sido ampliamente estudiada y es bien conocida, se han determinado tanto la estructura y las
propiedades del primer producto de 1a reaccion como su reagrupacién para dar una cetosamina

mas estable.

Las aldosas reaccionan espontaneamente y reversiblemente con las aminas para formar
aldosilaminas. En lo que respecta a este punto se han llevado a cabo muchos trabajos con
aminas aromaticas para facilitar su aislamiento; también se han utilizado una amplia variedad
de aminas alifaticas primarias y secundarias. Sin embargo, la estabilidad de las glucosilaminas
es limitada. En un medio seco y semi-seco a 25°C, se reagrupan espontaneamente para dar 1-
amino-2-cetosas, denominadas productos de reagrupacion de Amadori (Hodge, 1955). Segun
Namiki (1988), en medios acuosos las glicosilaminas N-sustituidas como producto muy

inestable son susceptibles de hidrolizarse o participar en reacciones irreversibles.
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La importancia que presentan los compuestos de Amadori para la reaccién de Maillard
fue sefialada por Hodge y Rist (1953). Estos investigadores observaron que la D-
glucosilpiperidina se transformaba en una sustancia oscura, 1-N-piperidino-1-desoxi-D-fructosa
(compuesto de Amadori), cuando se almacenaba a temperatura ambiente y éste podia ser
aislada. Sin embargo, el 2-O-metil-D-glucosilpiperidina, que presenta el grupo hidroxilo del
C-2 bloqueado, permanecia incoloro y estable hasta 2 afios a 25°C. Por lo tanto, la prevencion
de la formacidn del producto de reagrupacién de Amadori a partir de la glicosilamina N-

sustituida inhibe el subsiguiente pardeamiento.

Cuando el compuesto carbonilo es de una cetosa (fructosa, por ejemplo) en lugar de
una aldosa, tiene lugar la formacién de fructosilamina que se reagrupa de idéntica manera para
dar una 2-alquilamino-2-deoxi-D-glucosa, (compuesto de reagrupacion de Heyns) Dicho
producto, al igual que el procedente de la reagrupacion de Amadori, es precursor del

fenémeno de pardeamiento.

La reaccién de Maillard cuando participan disacaridos unidos por enlaces 1,4
glicosidicos da lugar a compuestos que difieren en su estructura de aquellos que se forman
a partir de glucosa o fructosa. Las dos fuentes més importantes de disacaridos son la maltosa,
producto de degradacion del almidoén, y la lactosa. Cuando la maltosa o lactosa se calientan
en presencia de aminas primarias o secundarias, se obtiene como primer producto una amino-
2-deoxicetosa N-sustituida. Sin embargo, este compuesto, como producto de Amadori no es
estable y da lugar a estructuras dicarbonilo (cuadro A). La proporcién de deoxisonas que se
forman se depende especialmente del valor de pH. En soluciones neutras la degradacién de
los productos de Amadori da lugar a 1-deoxihexulosas principalmente. Posteriormente tiene
lugar la enolizacién y cicacidn de este producto. A partir de aqui la degradacién de los

monosacéridos y disacaridos siguen disacaridos siguen distintos caminos.

La principal consecuencia de la etapa temprana de la reaccién de Maillard es la pérdida
de valor nutritivo de la proteina, puesto que la lisina bloqueada con su grupo en forma de un

compuesto de Amadori ha demostrado ser biolégicamente no disponible en la rata (Mauron,
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1970). Esta consecuencia es especialmente importante cuando la lisina constituye un
aminoédcido limitante de la proteina (por ejemplo en los cereales). La lisina de la leche,
aunque no es un aminoicido limitante, pasa a ser no disponible al convertirse en
deoxilactulosil-lisina en esta etapa. Existen diversos métodos para detectar si la reaccién de
Maillard ha afectado a la lisina, como son los métodos de disponibilidad de lisina y el
contenido de lactulosil lisina (Finot, Hurrell) o la medida de furosina. La furosina es un
.compuesto que se puede obtener en el laboratorio mediante hidrélisis 4acida de la
deoxilactulosil-lisina (Erbersdobler, 1970) y puede emplearse como un indicador para valorar
la reaccion de Maillard pues la proporcidn de moléculas de lisina bloqueadas puede calcularse
a partir del contenido de furosina. Este indice se utiliza para valorar la intensidad del
tratamiento térmico de la leche (Finot y col., 1968; Erbersdobler, 1986; Olano y col., 1989;
Delgado y col., 1992).

El dafio de la lisina puede ser calculado a partir de la lisina (x) y la furosina (y) a

través de la formula:

3«1y x100
X ¥ 2y

$lisinadaflada =

La etapa posterior a la formacién de los productos de Amadori (y de los productos de
Heyns) puede transcurrir por diversas rutas dependiendo de que la enolizacién se dé en un
carbono u otro de la aldosa o cetosa. Hodge {1967) expuso que tenia lugar la formacion de
fracciones de productos que procedian de los compuestos de Amadori que habian sufrido una
enolizacién y desaminacién, aunque no existia una evidencia clara en lo que respecta a dicho

proceso.
Etapa avanzada

Lo que Hodge (1967) denomind la etapa avanzada abarca una seria de reacciones que

comienzan con los productos de reagrupacién de Amadori hasta las melanoidinas. Comparado
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con la simplicidad de la primera etapa los numerosos estudios de la segunda etapa son
cadticos y todavia no se ha sistematizado una via reconocida universalmente para la formacion
de melanoidinas. Obviamente, esto se debe a la elevada reactividad de casi todos los productos
de esta etapa que siguen rutas complejas que en todos los casos conducen 2 la formacién de
unos polimeros de color denominados melanoidinas. Se acepta que dichos polimeros no son

absorbibles (Pieniazek y col., 1975; Hurrell y Carpenter, 1976; Whitelaw y Weaver, 1988)

Cuadro 3. Reacciones de la etapa avanzada (Hodge, 1967); enolizacion y degradacidn de los

compuestos de Amadori (tomada de la Namiki (1988).
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il 1 1
(%—OH 21{12— OH clzo f‘I Q ‘f ii
CH{DH) 3CH - CH cr i ~
' ~0H- [ + H0 2 ~H30 U —H;0 HOCH, ™ 7 03O
/ CH(QH) ——» (;JH!OH) —— CHIOH) = 3= FH _—
1 ]
HyC-N< / CHIOH) CHIOH) CHIOH) CHIOH) [ ¢ amine
1 | | { ! \ ¥
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Los productos de Amadori son bastantes estables y presentan una débil actividad de
pardeamiento incluso en presencia de compuestos amino. El principal proceso por el cual los
productos de Amadori dan compuestos coloreados y con sabor es a través de la enolizacién
1,2 seguido de la eliminacién de un grupo hidroxi en el C-3 y de la desaminacién en C-1 (a).
Como consecuencia, se obtiene hidroximetilfurfural y furfural, que ya poseen aroma y pueden
Teaccionar con una nueva amina para producir pigmentos pardos. Por otro lado también se
puede producir la enolizacién 2,3 del compuesto de Amadori seguido de la eliminacién del
grupo amino del C-1 da el intermediario 1-decxidicarbonio que reacciona dando productos
carbonilos de fision tales como el metilglioxal, diacetilo etc. (b) (Hodge, 1967) que

contribuyen al aroma y a su vez pueden reaccionar con NuUevos grupos amino.
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Parece que existe una via adicional mas directa, por la que mediante la caramelizacién
de azncares (hexosas, pentosas) se obtienen produétos fragmentados como el metilglioxal,
diacetilo, etc. Por tanto, dichos compuestos de fision pueden obtenerse a partir de los
compuestos de Amadori que sufren la enolizacién 1,2, por fragmentacién de azicares o
también por aminacién adicional de compuestos de Amadori (Hayesli y Namik, 1986; Hodge,
1967).

Un cuarto camino, la degradacién de Strecker, implica la transformacién de los
aminoacidos en sus correspondientes aldehidos con un atomo de carbono menos y por lo tanto’
conlleva la eliminacién de un CO, (E). Estos aldehidos también juegan un papel importante
como componentes del sabor. Se ha demostrado mediante marcaje isotdpico (Wolform y col.,
1953; Kato y Tsuchda, 1981) que la mayor parte del diéxido de carbono procede del

aminoacido, aunque también puede proceder el CO, del aziicar (Stadtman y col., 1952).

También se conocen casos en los que los productos de Amadori dan productos

coloreados por degradacion oxidativa de N-glucosidos por otras vias.

En este sentido Hayase y Kato (1986) estudiaron la formacién de productos de bajo
peso molecular en un sistema de reaccién de glucosa-n butilamina a través de anélisis por
cromatografia de gas-liquido. Los resultados obtenidos indicaban que a pH 4.0 se obtenian
productos heterociclicos que se asume que se forman a partir de compuestos de Amadori que
experimentan una 1,2 enolizacién; a pH 11.4 se obtienen grandes cantidades de productos de
fragmentacion de bajo peso molecular pero no compuestos heterciclicos; y si la reaccién se
efectuaba a pH 6.5 tendian a aumentar los productos fragmentados. Estos autores propusieron
que las amidas de bajo peso molecular se forman a partir de glioxal y diacetil, y que estos
tltimos proceden de la escisién de las uniones C-2/C-3 y C-4/C-5 de la glucosa después de
la 2,3 enolizacién del los compuestos de Amadori. Estos resultados son interesantes porque
el diacetilo y el glioxal son productos intermedios en el pardeamignto y lo que es mas, agentes
activos que inducen reacciones cruzadas en la polimerizacién de proteinas en la reaccién de

Maillard (Cho y col. 1986). Cuando estos autores examinaron los productos de bajo peso
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molecular, encontraron cantidades considerables de N-butilformamida y N-butilacetamida, asi
como 2,3 dihidroxil-6-metil-4H piran-4-ona y derivados de piroles en mezclas neutras y
acidas. Al profundizar en la formacién de estos compuesfos partiendo de sus compuestos de

origen observaron que habia tenido lugar otra reaccién distinta a la enolizacién 1,2,

Otros productos de fragmentacion de compuestos carbonilos como ¢l glicoaldehido,
gliceraldehido, etc. o sus correspondientes iminas se sabe que también son compuestos

intermedios de la reaccidn de Maillard, pero no se ha evaluado su actividad de pardeamiento.

En lo que respecta a como los pigmentos se forman a partir de sus precursores a los
productos de la reaccién de enolizacién 1,2 hace tiempo que se sabe que la reaccién del
furfural con compuestos amino origina derivados de piroles y piridinas (Aso, 1939, 1940). Los
productos pardos procedentes de la reaccidn, a partir de una 1-deoxisona, por enolizacién 2,3
son las pirrolinonas del tipo de las reductonas (Ledel y Fritxh, 1984) intermediarios clave en

la formacion de melanoidinas.
Etapa final

En la etapa final de la reaccién de Maillard los productos intermedios de color y otros
precursores reactivos (tales como los productos enaminol, analogos de aziicares de bajo peso
molecular y productos carbonilo insaturados) se condensan y polimerizan para dar polimeros
pardos o melanoidinas, que son practicamente inertes, siendo incrementada esta reaccién por
una amina. Existe una gran variedad de estos compuestos pardos, tanto por lo que se refiere
a su estructura quimica como a sus propiedades, dependiendo de la condiciones en que se han
formado y las sustancias reaccionantes. No son dializables y se considera que no pueden
absorberse en el intestino, aunque no siempre son insolubles, algunos pueden solubilizarse en

agua (Mauron, 1985)..

Ya que las estructuras quimicas de las melanoidinas no se conocen con precision, se

ha propuesto la férmula general, "azicar + amino 4cido - 2~3 H,0" para las melanoidinas
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basada en la consideracién de que la principal ruta de formacién de las melanoidinas implica
la reaccién entre compuestos amino y deoxisonas, furfural y otros productos de fragmentacién
que acompafian la deshidratacién (Kato y Tsuchida, 1981; Namiki, 1988). Pero no solo, la
formacién de melanoidinas es el resultado final de la deshidratacién de los compuestos
provenientes de la unién entre el azicar y el aminodcido (compuesto de Amadori) sinc que
parece que también se dan reacciones de deshidratacién y reagrupacion tras la formacién de
polimeros. Los anélisis de "°C de las melanoidinas formadas a partir de glucosa y L-alanina
marcada con "C-1 o C-2 indicaban que ambos carbonos de la L-alanina quedaban
incorporados al polimero y que C-1 y C-2 de la L-alanina permanecian como carbonos
carboxilos y un carbono amino sustituido, de manera que la fuente de liberacién del didxido

de carbono no esta limitado al grupo carboxiol del a-aminoécido.

Es interesante recordar que en sistemas de alimentos se produce la degradacién
térmica de carbohidratos solos (Fagerson, 1969) que tiene lugar simultaneamente a Ia reaccion
de Maillard y que origina compuestos conjugados (reductonas, derivados de furano, derivados
de piranos, derivados de ciclopentenos y otros productos) algunos de los cuales son

compuestos intermedios y otros finales que contribuyen al aroma, sabor y color del alimento.

Los lipidos al oxidarse producen compuestos carbonilos que reaccionan con los
compuestos amino para formar productos pardos de alto peso molecular. Esta reaccion ha sido
ampliamente descrita por Pokorny (1981). Fujimoto y col. (1971) estudiaron la reaccién de
pardeamiento en el musculo pardo y observaron que la reaccién entre lipidos oxidados y

aminoacidos era mas importante que la que se daba entre la ribosa y aminoicidos.
2.3.2. Factores que influyen en la reaccién de Maillard

La intensidad de la reaccién depende de la temperatura del proceso, de la actividad de

agua, del pH del medio y de la naturaleza de las sustancias reaccionantes.
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2.3.2.1. Temperatura

El calor no es indispensable para el desarrollo de la reaccion de Maillard, ya que
sucede tanto durante el almacenamiento a temperatura ambiente como en los tratamientos

térmicos € incluso en congelacion.

El papel del calor es activar el proceso de modo que, a bajas temperaturas, puede
retardarse el pardeamiento y por el contrario a temperaturas elevadas aumenta rapidamente
(Adrian, 1974; Cheftel y Cheftel, 1976; Dutson y Orcutt, 1984; Hegarty, 1982; Lingert, 1990,
Labuza y Saltmarch, 1981).

En un sistema modelo formado por proteina pura y dos ceto-aldehidos, comunes en
los alimentos, se cuantificé la pérdida de lisina disponible asi como el efectos de las
condiciones sobre el desarrollo de la Reaccién de Maillard. La temperatura era el factor que
producia mayores efectos sobre la pérdida de lisina, seguido de las concentracién de los
compﬁestos carbonilo y el pH de la reaccién . El enfriamiento rapido y el almacenamiento
a bajas temperaturas después del procesamiento a alta temperatura minimiza las pérdidas de
lisina (Tucker y col., 1983).

Asi, se estudié la interaccién entre la N-a-acetil-lisina y la glucosa a 40, 50, 60°C
(actividad de agua: 0,19-0,21). La pérdida de acetil-lisina en 6 dias fue 22, 54 y 79%, la
formacién de pigmentos pardos se incrementé con el aumento de temperatﬁra (Ananthe

Narayan y Cross, 1992)

Por otro lado, la temperatura influye también en la estructura de los productos de la
reaccidn. Asi, los estudios de Bensin-Purdie y col. (1985) demuestran que la estructura de las
melanoidinas sintetizadas a temperatura ambiente (22°C) difieren considerablemente de las
sintetizadas a temperaturas maés elevadas {68 y 100°C) en que tienen diferentes tipos de

carbonos alifaticos y un menor nimero de carbonos insaturados.
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2.3.2.2. pH

Los efectos del pH son complejos, porque cada una de la reacciones que intervienen
en el pardeamiento tienen su propio pH 6ptimo: entre 6 y 8 para la condensacién de Maillard,
préximo a 7 para la reestructuracién de Amardori, 5.5 para la degradacién de cetosaminas por

enoiizacién; etc... (Cheftel y Cheftel, 1976).

Pero en la mayoria de los casos, la intensidad de la reaccidn se incrementa al aumentar
el pH (Adrian, 1974, Ashoor y Zent, 1984, Lignert, 1990) y en general, dicho aumento es
lineal desde valores de pH de 3 a 8 (Lee y col., 1984) y probablemente hasta 10 (Adrian,
1974), disminuyendo a valores de pH mis elevados (Ashoor y Zent, 1984). Por debajo de pH
3 la intensidad de la reaccidén aumenta otra vez, probablemente debido a la hidrolisis de la

proteina (Kaanane y Labuza, 1989).

Asi mismo, Petriella y col (1985) encontraron que en el sistema lisina/glucosa, el
desarrollo del color era lineal desde valores de pH de 5 a 7 a temperaturas correspondientes
a un calentamiento moderado (35, 45 y 55°C). Ademas, en las mismas condiciones, Cerutti
y col. (1985) observaron una pérdida lineal del azicar. También €l pH de la reaccion puede
influir cuali y cuantitativamente en lo productos volatiles de la reaccion (Apriyantono y Ames,
1993). Al igual, Buera y col (1987) en sistemas modelos con diferentes azicares (fructosa,
glucosa, lactosa, maltosa, sacarosa y xilosa) y glicina, siendo la actividad de agua 0,9, todos

los sistemas mostraron un incremento del color al aumentar el pH de 4 a 6.

Por lo tanto, en el caso de alimentos la cierta acidificacién inhibe la reaccion, por
ejemplo, un descenso de pH permite atenuar el pardeamiento durante procesos de
deshidratacion en alimentos cuyo pH esta comprendido entre 6 y 8, como es la leche, si bien

‘modifica desfavorablemente los caracteres organolépticos.
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2.3.2.3. Actividad de agua

La intensidad de color va aumentando desde un estado seco y a medida que se
incrementa la actividad del agua hasta un méximo, a valores de actividad de agua, DEFINIR,
de 0,5 a 0,8, para a partir de este valor, ir disminuyendo (Kaanane y Labuza, 1989). El color

desaparece en el caso de soluciones extremadamente diluidas (Adrian, 1974).

Asi, durante el procésamiento y almacenamiento, debido a la reaccidn de Maillard, las
pérdidas de calidad proteica se producen a actividades de agua intermedias entre 0,3 y 0,75
(Ben-Gara y Zimmerman, 1972; Kato y col., 1986, 1988; Ringe y Love, 1988; Desrosiers y
col.,, 1989). Cuando Saltmarch (1981) almacend suero en polvo con distintas actividades de
agua 0.33, 0.44 y 0.65 observé que la pérdida de calidad proteica y la intensidad de

pardeamiento era mayor a 0.44.

Se han realizado estudios en sistemas acuosos de glucosa-lisina con actividad de agua
elevada en los que ligeras variaciones de la actividad de agua no han influido sobre la
formacion de color (Petriella y col., 1985), mi la pérdida de glucosa, acumulacion de 5-
hidroximetilfurfural o ¢l desarrollo de fluorescencia en el sistema (Cerrutti, 1985). El color
aparece mas intenso si la humedad del sistema es muy baja (Fox y col, 1982). Por
consiguiente, a nivel doméstico e industrial, los tratamiento térmicos en medios secos son mas

perjudiciales que en medios acuosos.
2.3.2.4. Sustancias reaccionantes

La naturaleza del azicar condiciona, en gran medida, la intensidad de la reaccién de
Maillard. Las pentosas y méas concretamente la ribosa, son los azicares reductores mas
reactivos; las hexosas (glucosa , fructosa) son un poco menos reactivos y los disacaridos
(lactosa, maltosa) aun todavia menos (Cheftel y Cheftel, 1976; Lingnert, 1990). Hashiba ()
estudio en mezclas de distintos azicares y glicina a 120°C durante 5 minutos, la naturaleza

. reaccionante de los primeros, valorandolo a través de-la intensidad de pardeamiento del
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sistema. De acuerdo con sus resultados ordend a los aziicares (de mas a menos): ribosa, 4cido
glucurénico, galactosa, manosa, glucosa y lactosa. También observd que la cantidad de
glicina consumida y el poder reductor era proporcional a la intensidad de pardeamiento, pero
no obtuvo una correlacién con la cantidad de compuestos de Amadori acumulados en la

mezcla de la reaccion.

A su vez, dentro de cada grupo existen diferencias. De este modo, los disacaridos
isomaltosa y melobiosa producen muchos mas compuestos fluorescentes que la celobiosa,
maltosa y lactosa cuando se almacenan con ovoalbimina durante 20 dias a 50°C y una

humedad relativa de 65% (Kato, y col 1989).

Asimismo, también se producen variaciones cuando se modifica la estructura del
azucar. Por ejemplo, la intensidad fluorescente producida por la lactulosa (resultante del
tratamiento térmico elevado o alcalino de la lactosa) es mayor gue la de la lactosa al
almacenarse con P-lactoglobulina a 50°C durante 10 dias y humedad relati"va del 65%
(Matsuda y col, 1991).

También la sacarosa, que no es azicar reductor, en alimentos 4cidos se hidroliza
progresivamente en glucosa y fructosa, asi como durante €l calentamiento a temperaturas
superiores a 130°C, pudiendo participar de este modo en la reaccién de Maillard {Chefiel y
Cheftel, 1976; Hurrell y Carpenter, 1977).

El tipo de aminoacido también juega un papel importante en la formacién de color.
Cuando los aminoacidos estdn incluidos en una cadena proteica, la reaccién de Maillard no
afecta a toda ella sino que se produce una seleccion, y ¢l primer aminoacido dafiado es ¢l que
contiene el grupo amino terminal de la cadena. Los siguientes aminoacidos dafiados son los
basicos, especialmente la lisina cuya destruccién es de cinco a quince veces mayor que la de
los restantes aminoacidos. Posteriormente, se afectarian los aminoéacidos azufrados, cisteina

y metionina, y algunas veces el triptéfano. (Adrian, 1974).
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En cuanto a la reactividad de los aminoécidos libres, no hay concordancia entre los
distintos autores. Candiano y col (1990) indicaron que la lisina es el mas reactivo en solucién
acuosa con distintos azicares y en condiciones fisiolégicas, y Ames (1986) ademds de la
lisina, indicé que también la glicina es la que produce mas color mientras que la cisteina
normalmente produce poca coloracion. Sin embargo, Adrian (1974) sefialé que las muestras
que contienen triptéfano suelen ser mas coloreadas que cuando estd ofro aminoacido

implicado.
2.3.3. Consecuencias nutritivas y fisiolégicas de la reaccién de Maillard
2.3.3.1. Consecuencias desfavorables

La reaccién de Maillard se sabe que produce importantes efectos negativos
sobre la calidad nutricional de las alimentos durante su procesamiento y almacenamiento.
Segiin Hurrell (1990), 1a reaccién de Maillard puede modificar el valor nutritivo a través de

tres componentes de los alimentos: las proteinas, los minerales y las vitaminas.
2.3.3.1.1.1. Protefna

La reduccién de la calidad proteica es el efecto nutricional mas importante de la
reaccion de Maillard sobre un alimento. La calidad proteica puede reducirse durante el
procesamiento de los alimentos, tanto a nivel industrial como doméstico, mediante la
formacién de compuestos de Amadori con la lisina en las etapas tempranas de la reaccion.
La principal causa de pérdida de valor nutritivo se produce aqui cuando el aminoécido se
queda bloqueado y pierde parte de su disponibilidad al no poder ser absorbido por
imposibilidad de acceso del enzima al lugar de ataque del aminoaacido (Marin, 1981; Hurrell,
1984). No obstante hay que tener en cuenta que el aminoicido no se destruye, puesto que
todavia puede ser recuperado por hidrélisis icida (Mauren, 1985; Hurrell y Finot 1985).
Cuando las condiciones del proceso son mas severas, la lisina se llega a destruir asi como la

cistina, histidina, triptéfano y metionina (Hurrell y col., 1983). Este autor estudid el
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comportamiento de la lisina contenida en leches en polvo, con un 2,5% de humedad, cuando
se almacenaba varias semanas a dos temperaturas. Cuando la leche se mantenia a 60°C, a las
9 semanas de almacenamiento el producto conservaba su color natural; sin embargo alrededor
del 40% de lisina se habia bloqueado en forma de lactulosil-lisina. Por el contrario, si la
temperatura de almacenamiento se subia a 70°C, ya en las dos primeras semanas,el 50% de
la lisina se bloqueaba, aunque el producto todavia conservaba su color natural y sélo a partir
de las tres semanas tomaba una tonalidad marron-rojiza, como consecuencia de la degradacién

de la molécula de lactulosil-lisina.

In vitro se ha observado, que las proteinas que han experimentado la reaccién de
Maillard, no son completamente digeridas por las enzimas digestivas (Ford y Salter, 1996),
y su valor nutritivo medido por estudios del crecimiento en animales o por estudios de
utilizacién neta de proteinas también se reduce. Sin embargo, poca excreccién de producto de
Maillard ha sido encontrada en las heces (Henry y Kon, 1950) Nesheim y Carpenter (1567)
han sugerido que la flora bacteriana gastrointestinal puede degradar los aminoacidos dafiados
por €l calor de modo que no sean excretados en las heces. Pero Valle-Riestra y Barnes (1970)
y Pronnczuk y col. {1973) han proporcionado pruebas de que los aminoacidos son absorbibles

y posteriormente excretados en la orina.

Al comparar el comportamiento de la lisina con el de la metionina o triptéfano bajo
las mismas condiciones, los autores vieron que a 60°C ambos aminoécidos mantenian su
estabilidad, pero a 70°C disminuia progresivamente y se originaba un empeoramiento de sus

digestibilidades.

El primer caso es un claro ejemplo de la fase temprana de la reaccién de Maillard, no
hay coloracion y parte del aminoécido se bloquea. En el segundo caso se instaura ya la fase
mas avanzada en la que se bloquea mayor proporcién de lisina, se implican otros aminoacidos

en el proceso y se produce el pardeamiento (Mauron, 1981).

Marin (1985b) justificaba el deterioro proteico de modo parecido, ¢ indica que en la
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etapa temprana de la reaccién se produce la pérdida de valor nutritivo de la proteina por
bloqueo del grupo €-NH, de la lisina; a medida que avanza la reaccién, la degradacién del
compuesto de Amadori de la lisina conlleva la destruccién del aminoacido y, ademads, la
posible formacién de enlaces cruzados que disminuirian la disponibilidad de metionina y

triptéfano.

La pérdida de animo4cidos o de su disponibilidad, en funcién de la intensidad de la
reaccion, se pone de manifiesto también en los trabajos de Hurrell y Carpenter (1982) quienes
realizaron un estudio comparando la disponibilidad de estos dos aminoécidos limitantes para
la rata. Utilizaron ratas que ingirieron leche en polvo sometida a dos temperaturas distintas.
Cuando la temperatura era de 80°C la disponibilidad del triptéfano disminuia menos que la
de la lisina. Sin embargo, al elevar la temperatura a 100°C, el triptéfano era menos disponible
que la lisina. Asi mismo, Dowrschak y Hegadus (1974) encontraron que ¢l triptéfano era el

aminoacido limitante para las ratas, en leche severamente calentada.

La biodisponibilidad de los compuestos de Amadori, formados en las etapas iniciales
de la reaccioén, ha sido estudiada también por Finot y col. (1977a) quienés hallaron en leches
calentadas de un 22,5% a un 10% de lisina en forma de base de Schiff y pensaron que ésta
podia ser biol6gicamente disponible para las ratas. No obstante en trabajos posteriores (1977b)
_vieron que aunque el producto de Amadori, resultante de la reaccién de la fructosa con la
lisina, era parcialmente absorbido por €l intestino, no se utilizaba y concluyeron que dicho

compuesto no era utilizable para la rata.

Adrian y Frangne (1973) prepararon premelanoidinas, por calentamiento de una
solucion de glucosa y glicina, y las afiadieron a una dieta para ratas con un 10% de caseina.
Encontraron depresién del crecimiento, mayor excreccion fecal de nitrégeno, lo cual se

traduce en menor digestibilidad de la proteina y pérdida de valor bioldgico.

Estudios llevados a cabo con melanoidinas '*N-no dializables mostraron que un 76%

de las melanoidinas de la dieta eran excretadas en las heces de las ratas (Homma y col. 1981).
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Buraczewska y col. (1967) estudiando la influencia del calentamiento de filetes de
bacalao sobre la digestién, encontraron que, en los animales alimentados con la proteina
daiiada, el contenido intestinal en aminodcidos y pequefios péptidos era mucho mayor que en
los controles. Sin embargo, en la vena porta, la concentracién de aminoacidos era mucho mas
baja. Los autores interpretaron este resultado como una obstaculizacién de la absorcion de

aminoacidos, por saturacién de los lugares del transporte a través de la barrera intestinal.

La pérdida por bioqueo o destruccién de los aminoicidos no es el unico dafio
producido en la proteina. Si asf fuera, seria suficiente afiadir los aminoacidos perdidos al
alimento dafiado para recuperar el valor nutritivo. Sin embargo, esto no sucede siempre asi.
Rao y col {1963) calentando caseina con glucosa, encontraron un descenso en el PER de 2,6
a 0,7. Al afiadir la lisina y metionina perdidas, la recuperacidn sélo se alcanzd hasta un valor
de 2,2. Brueggeman y Erbersdobler (1968), suplementando polvo de leche, encontraron
resultados similares. Sgarbieri y col. (1973) observaron que al suplementar la proteina de
albumina de huevo que habia experimentado la Reaccion de Maillard con los aminoacidos
destruidos por esta reaccidn, el valor nutricional se restauraba hasta un 84% respecto a esta
misma proteina no calentada. En concordancia con estos autores Rogers y Harper (1965)
concluyeron que era preciso afladir un suplemento adicional de un 14% mas de aminoacidos
a la caseina parda para igualar el indice de crecimiento de un grupo de ratas que tomaron
caseina cruda. Estos resultados indican que los productos de la reaccién de Maillard tienen

efectos antinutritivos ademés de la destruccion o bloqueo de aminoacidos.

Las reacciones que suceden en la etapa avanzada de la reaccidon de Maillard conducen
a la destruccion de lisina, a la disminucion de la digestibilidad proteica y a la reaccién de las
premelanoidinas con otros aminoacidos, en particular con la histidina, arginina y quiza
también, con el triptéfano y la cisteina (Hurrell, 1990). Otros aminoacidos esenciales, tales
como el triptéfano y la metionina, posiblemente por su reacciéon con otros compuestos
intermedios activos, tales como las dicarbonilos y los aldehidos (Finot y col. 1982, Hurrell
y col, 1983, separata de Mauron, influence of processing on protein quality) también son

destruidos. En general hay una reduccion de la biodisponibilidad de todos los aminoacidos
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esenciales. Tales descubrimientos se explican a través de la formacién de enlaces cruzados
profusos entre las cadenas laterales via los productos reactivos procedentes de las escisiones.
Estas reacciones cruzadas disminuyen la digestién de las proteinas evitando la penetracién de

enzimas o enmascarando los sitios de ataque enzimadtico (Marin, 1985).

Los productos de la etapa avanzada de la reaccién de Maillard parecen reaccionar con
el triptéfano destruyéndolo, tal como muestra Finot y col (1982) en un sistema modelo
empleando la técnica de colorimetria. Por el contrario, Nielsen y Hurrell (1983) detectaron
una destruccion minima (4%) de triptéfano en los mismos productos procedentes de la etapa
avanzada cuando el triptéfano se determind tras su hidrélisis alcalina y mediante HPLC
tampoco detectaron una disponibilidad reducida de triptéfano en ratas. Por lo tanto, se puede
concluir que el triptéfano es estable durante la etapa avanzada de la reaccion de Maillard y
que su disponibilidad no esta disminuida mientras que la digestibilidad proteica no este

afectada.

Adrian (1974) sugiere un efecto indirecto de los productos de la reaccion sobre la
utilizacién de la proteina dietaria, ya que la fraccién soluble en agua de la reaccién glucosa-
lisina reduce la digestién de la caseina "in vitro" e "in vivo" en ratas, incrementando la
excreccion urinaria de N,. Ademds, los productos de bajo peso molecular, formados a partir
de la misma mezcla, afectan a la utilizacién de los aminoacidos derivados de la proteina
dietaria (Oste y Sdodin, 1984) y diferentes compuestos heterociclicos, formados durante la
reaccidén, inhiben los enzimas aminopeptidasa N y fundamentalmente, carboxipeptidasa A,
pudiendo influenciar la utilizacién de la proteina dietaria si se encuentra en suficiente
cantidad. Estos hallazgos, por tanto reforzarian la idea de que los productos de 1a reaccién de

Maillard pueden tener efectos antinutritivos.
2.3.3.1.1.2. Minerales

Los productos de la reaccion de Maillard interfieren con el metabolismo de los

minerales, datos experimentales demuestran que producen modificaciones en la excreccion
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urinaria de zinc (Freeman y col. 1975) y también de otros elementos como el cobre, hierro
(Stegink y col. 1981) y calcio (Rendelman, 1987).

En 1975, Freeman y col. observaron que pacientes a los que se les administraba por
via parenteral una solucidén que contenia aziicares y aminoacidos esterilizados conjuntamente,
presentaban una excreccién urinaria de zinc mas alta. Sin embargo, aquellos pacientes que
tomaban dicha solucion via nasogéstrica u otra solucidn, cuyos componentes habian sido
calentados separadamente, no veian su eliminacién de zin¢ incrementada. En consecuencia,
estos autores propusieron que se producia una reaccion entre los aziicares y aminoacidos que
originaban productos con capacidad de quelar el zinc a nivel metabdlico y aumentar su

excreccion actuando sobre procesos reabortivos del rifién,

Afios mas tarde, en el mismo tipo de pacientes Stegink y col. (1981) describieron un

efecto semejante para los cationes cobre y hierro.

Aspe (1992) observé que la adicion de caseina a una disolucion de calcio idnico
originaba una redistribucion del elemento de forma que parte del mismo precipitaba, tanto mas
cuanto més se habia calentado la proteina. Ademas, si el tratamiento térmico se-lleva a cabo
en presencia de glucosa y fructosa la precipitacién célcica se agrava, lo cual puede atribuirse
a los productos formados en la reaccién de Maillard (Aspe y col., 1993). Esta influencia
negativa en el caso de la sacarosa s6lo se manifiesta a 200°C cuando el disacdrido ya se habia

desdoblado.

Esta conclusién también puede aplicarse al cobre y el hierro, aunque se ha comprobado
que en el dltimo caso las reducciones en la retencion del hierro se producen mediante

mecanismos independientes de la reacciones de Maillard.

Datos experimentales en ratas confirman el efecto de los productos de la reaccion de
Maillard favoreciendo la excreccién urinaria de diversos cationes. En 1980, Andrieux llevo

a cabo un ensayo en ratas que consumieron una dieta con un 3% productos de 1a Reaccion
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de Maillard. Dichos animales presentaron una disminucién en su retencion de Ca, P, Mg y Cu.

Pzonczuk (1973) estudiando los efectos de la reaccién en cuestién en los mismos
animales alimentados con dietas tostadas, observo que excretaban compuestos de peso
molecular entre 3000-5000. Este mismo fendmeno se produjo en los trabajos de Johson y col.
(1983) en humanos, los sujetos que consumieron copos de maiz tostados excretaron
cémpuestos parecidos, que al ser cromatografiados vieron que eran de alto peso molecular y
ligantes de zinc. Segiin Rendelman, (1987) estos compuestos se comportaban como polimeros
aniénicos formando complejos moderadamente estables con algunos cationes, de tal forma que

al introducirlos en dietas para animales, podrian afectar su biodisponibilidad.

Los resultados obtenidos en trabajos experimentales realizados con ratas alimentadas
oralmente con dietas que contienen productos de la reaccidn, muestran elevadas excreciones
urinarias de cationes: entre ellos el zinc, suele ser el rr_1és comunmente sefialado (Furniss y col,
1986, 1989; Fairweather-Tait y Symss, 1989; Hurrel, 1990), mientras que el calcio, el hierro

y €l cobre parecen menos modificados {Hurrell, 1990).

Cuando Aspe (1992) préparé dietas que contenian caseina calentada a 150°C en
presencia de azicares reductores y se las administré a ratas, observd una influencia
discretamente negativa sobre la disponibilidad de calcio que se ejercia preferente o
exclusivamente a nivel metabélico. Esto se puede relacionar con las premelanoidinas que han
debido formarse. Tambien la eficacia metabdlica del hierro disminuye lo cual se traduce en
pérdidas globales de la biodisponibilidad del elemento. En lo que respecta al zinc, el
tratamiento en presencia de glucosa-fructosa indujo una serie de cambios que incidieron
negativamente en la utilizacién del zinc. La biodisponibilidad del zinc dietérico estaba
negativamente afectado por la formacién de melanoidinas que comprometian incluso al zinc

enddgeno.

En humanos, Johnson y col (1983) y Lykken y col. (1986) no encontraron cambios

en las eliminaciones urinarias de hierro, cobre y zinc, aunque si que observaron diferencias
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en lo que respecta a la retencion de ®Zn y 1a distribucién de peso molecular de las sustancias

ligantes de Zn de la orina.

El incremento de la zincuria se ha atribuido a las premelanoidinas que podrian quelar
al zinc en el intestino o después de su absorcién y ser excretadas en la orina (Furniss y col.
1989); aunque también se especula que puedan tener un efecto directo sobre los procesos
reabsortivos del rifién. (Furniss y col., 1989, Stegink y col., 1977). Sin embargo, en opinién
de los distintos autores, estas pérdidas urinarias no conducen a cambios en los niveles tisulares
del zinc y coinciden al sefialar que la biodisponibilidad del elemento no se modifica, lo cual
explican al considerar que la eliminacién de zinc por la orina es una ruta metabdlica
minoritaria de excreccion en comparacion con la fecal (Hurrell, 1990; Fairweather-Tait y

Symss, 1989).

Ademas, Fumniss y col. (1989) proponen que la homeostasis del elemento podria ser
mantenida por pequefios cambios adaptativos en las pérdidas de zinc por heces, asi como

aumentando la absorcion, yfo disminuyendo la excreccién de zinc endégeno.

En ensayos "in vitro" ha podido verse que las muestras mas oscurecidas ligaban mas
zinc y tras la administracién oral a voluntario, se comprobé que la mejores absorciones del
elemento se producian a partir de los productos menos coloreados, lo que achacaron a que los
derivados de la reaccion de Maillard fijaban el zinc y consecuentemente lo hacian menos
disponible para la absorcién (Lydden y col., 1986). Aunque Hurrell (1990) en un estudio
similar realizado en ratas no encontrd influencia alguna de estos compuestos sobre la
excreccion fecal de ningiin mineral, tras el analisis critico que realiza sobre los resultados de
diversos autores, concluye que las premelanoidinas, absorbidas, son las responsables de las
elevadas excreciones urinarias de zinc, mientras que las melanoidinas, no absorbibles, pueden
disminuir su paso a través de la barrera intestinal y en consecuencia, aumentar su excreccién
fecal. Adrian (1974) ha mostrado cono las premelanoidinas sclubles en agua reducen la

digestibilidad proteica y afectan la utilizacién de los aminoacidos absorbidos.
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2.3.3.1.1.3. Vitaminas

Aunque este punto ha sido poco estudiado existen evidencias de que las
premelanoidinas pueden reaccionar y destruir ciertas vitaminas. Asi, se han encontrado
pérdidas moderadas de vitamina B, y tiamina en leches en polvo almacenadas a 60°C. La
tiamina tiene un grupo amino Yy la vitamina B, o piridoxal un grupo aldehido y ambos podrian
tedricamente participar en reacciones tipo Maillard. Al aumentar la temperatura a 70°C se
produce una dramatica destruccion de tiamina, B, y By, y 4cido pantoténico que transcurre
paralelamente con la degradacién de la lactulosil-lisina y la apariciéon de productos de la
reaccién avanzada de Maillard, con lo que las vitaminas podrian haber reaccionado con las

premelanoidinas formadas (Ford y col., 1983).

La formacién de LAL ha sido exhaustivamente estudiada por Finot (1983). Se ha
observado en ensayos con ratas que su ingestién provoca una lesién en el rifién conocido
como citomegalia y por lo tanto es un problema toxicolégico y no nutricional. La citomegalia
sin ernbargo no se ha visto que la LAL haya sido inducido la citada lesién en otras especies
animales como el conejo, perro o mono, e incluso su efecto es reversible en ratas. Sin
embargo, es preciso que se fijen limites para este compuesto en férmulas infantiles. (Hurrell

y col. 1989 ).
2.3.3.1.2. Formaci6én de sustancias antinutritivas y téxicas

Otro aspecto negativo de la reaccién de Maillard es la posible formacién de sustancias
antinutritivas e incluso téxicas.  Adrian (1974) indicd, por primera vez que las
premelanoidinas podrian deprimir el crecimiento. Ademas afiadiendo premelanoidinas a una
dieta carente de proteina vio que, aunque el nitrogeno podria se asimilado y retenido por el
organismo, esto no beneficiaba al estado fisioldgico de la rata, sino que lo agravaba. Se

producia hipertrofia del higado y también de rifion.

Bleumink y Young (1968) indicaron la influencia de la reaccién de Maillard en
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fendmenos alérgicos. En la leche, la alergenicidad se atribuye a la B-lactoglobulina y su
reactividad, sin calentamiento, es baja. Sin embargo cuando reacciona con lactosa durante un
proceso térmico, su capacidad alérgica se desarrolla considerablemente.La determinacién de
fluorescencia y lisina disponible indicaron claramente que se habia producido una reaccion
de Maillard. En nuestro laboratorio, con caseina y glucosa y caseina, glucosa y fructosa se ha
comprobado que el calentamiento modificaba la respuesta inmune cuando se utilizaba como

fuente de proteina para la rata (Marcos y col. 1991).
2.2.2.1.3. Formacion de sustancias mutagénicas

En la reaccién de Maillard se forman numerosos productos intermediarios, como las
reductonas y osonas, que son altamente reactivos y parecen producir efectos fisiolégicos sobre
los organismos vivos. Al estudiar sus propiedades bioquimicas se ha observado que entre sus
numerosas actividades esta la capacidad de romper acidos nucleicos, la mutagenicidad de la
reductona triosa, sus productos de condensacién con aminoacidos y acido ascérbico (Sugimura

y col. 1977, Shinohara y col. 1974).

Shinohara y col. (1980, 1983) estudiaron la mutagenicidad de mezclas de glucosa con
aminoAcidos calentados a 100°C. Los resultados demostraron que la mutagenicidad dependia
del tipo de aminoé4cido y de las condiciones de la reaccién. También Mauron (1981) observo
que se producia la formacién de mutdgenos al cocinar hamburguesas de carne de ternera a
mas de 200°C. Otros trabajos también indican que la corteza en la came frita y en el pescado
broiled también presentan actividad mutagénica (Sugimura y Nagao 1979, Kasai y col. 1980,
Kasai y col. 1981).

Omura y col. (1984) observaron que la reaccién de Maillard originaba diversos
mutagenos débiles a partir de 20 aminoacidos con azicares a 100°C. Estudié la mutagenicidad
a través del test Ames con Salmonella tryphimurium TA 100 y TA 98. De acuerdo con lo
anteriormente citado, la actividad mutagénica variaba con la naturaleza del aminoécido o el

azucar, el valor de pH siempre se incrementaba al elevar la temperatura.
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Segiin Mauron (1985) en las etapas iniciales de la reaccion de Maillard, cuando atin
no hay formacion de color, no se forman mutidgenos. La mutagenicidad aparece con la
formacién de color y aumenta paralelamente a la formacién de premelanoidinas, pero

disminuye al final de la reacciéon cuando se producen los pigmentos negros melanoidinas.
2.3.3.2. Consecuencias favorables

Cuatro afios antes de que Maillard descubriera la reaccion que lleva su nombre, Ling
habia visto el efecto favorable que el calentamiento producia en el aroma de los alimentos.
Cuando la reaccion se conocid, desperté un gran interés entre los investigadores, al principio

dirigido a la formacién de color y aroma (Namiki, 1988).

Hodge y col. hicieron varias revisiones sobre el origen y la formacion de aroma y
color en el alimento (Hodge, 1967, Hodge y col. 1972). La calidad 'nutritiva de un alimento
no depende de las cualidades organoiépticas, los alimentos que apetecemos contienen grandes
cantidades de compuestos de bajo peso molecular que contribuyen a dar buen sabor y , al ser

normalmente derivados de Maillard, son fuente de aromas y sabores que desea el consumidor.

Las pentosas, como es sabido, son mas susceptibles a la reaccidén de Maillard que las
hexosas y, como han visto Kirigaya y col. (1968) y Lingnert y Eriksson (1980), inducen

antioxidantes mas enérgicos que la glucosa en su reaccion con aminoacidos.

Entre los aminoicidos la arginina, histidina y cisteina mostraron la actividad

antioxidante méas fuerte (Kirigaya y col. 1968).

Otra consecuencia beneficiosa de esta reaccién es la capacidad antioxidante de sus
derivados, formados por glucosa, fructosa o xilosa y los aminoacidos afginina, cisteina , 4cido
giutamico, histidina, lisina o valina fue estudiada por Lingnert y Eriksson (1980). Cbservaron
que la histidina y lisina formaban antioxidantes potentes con cualquier aziicar, mientras que

la arginina s6lo lo hacia con xilosa y el 4cido glutAmico no mostraba actividad en ningin
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caso. La capacidad antioxidante incrementa con la formacién de color en las primeras etapas,

pero alcanza un maximo y decrece si continia el calentamiento (Lingemnert y Eriksson, 1981).

La utilidad de esta capacidad de formacion de antioxidantes es especialmente
importante en el procesado de alimentos. Lingert y Eriksson (1981) vieron que la adicién de
"una mezcla de histidina y glucosa en una galleta tipo "cookie" antes del horneado era un

antioxidante eficaz y su actividad se incrementa paralelamente.

Algo que hay que tener en cuenta, al analizar los resultados obtenidos por los
diferentes investigadores sobre la capacidad antioxidantes de los derivados de Maillard, es la
dependencia del pH inicial, tiempo y relacién molar entre las sustancias reaccionantes. Beckel
y Waller (1983) vieron que, en la reaccién de arginina-xilosa, los mejores resultados se
obtenian con la relacién molar 1:1, temperatura de 100°C, tiempo entre 10-20 horas y un pH

inicial de 5.

En lo que se refiere a la reaccion de Maillard en relacién con los lipidos, estos tras su
autooxidacién producen compuestos carbonilos, que pueden reacctonar con compuestos amino

para formar productos de alto peso molecular.

Un tercer efecto beneficioso fue observada por Einarsson y col. (1983) quienes
encontraron que los productos de la reaccién de Maillard obtenidos entre la arginina y xilosa
asi como entre histidina y glucosa tenian un efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacterial.
Posteriormente, Einarsson (1987) con mezclas de arginina-glucosa, arginina-xilosa ¢ histidina-
glucosa, estudié el efecto del tiempo, temperatura y pH sobre la formacién de compuestos
antibacterianos. Encontré que eran mas dependientes del aminoacido que del azucar. El pH
6ptimo era 9, como habian encontrado Lingnert y Eriksson (1981), para la mayor actividad
antioxidante. El incremento de la temperatura produjo una formacion mas rapida de color y
de sustancias inhibitorias. En definitiva, la formacién de compuestos antibacterianos sigue la

cinética general de Ja reaccion de Maillard.
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2.4. EFECTOS DEL CALENTAMIENTO DOMESTICO: MICROONDAS

El procesamiento por microondas se conoce hace mas de cuarenta afios. Las
microondas son emitidas por un dispositivo electrénico, denominado magnetrén que convierte
la energia eléctrica de baja frecuencia en un campo electromagnético gue emife energia
radiante de alta frecuencia (Femandez, Artacho, 1994). Debido a que las frecuencias de las
microondas en el espectro electromagnético se sitian entre la radiacion infrarroja y las ondas
de radio, se acordé que la frecuencia de las microondas comerciales fuera de 2450 en la
mayoria de los paises (por ejemplo Espaiia) 6 915 MHz para evitar interferencias (Giese,
1992). A 2450 MHz las microondas penetran hasta 10 centimetros en el alimento y a 915
MHz penetran hasta 30 centimetros (IFT, 1989) y por lo tanto el calor se genera al mismo
tiempo en la superficie y en el interior del alimento, hasta dicha profundidad. La capacidad
que tiene un alimento para absorber las microondas viene determinado por sus propiedades
dieléctricas, y su capacidad de disipar el calor es funcion del calor especifico y de los

coeficientes de conductividad (Metaxas y Meredith, 1983, Mohsenin, 1984).

En los métodos de calentamiento convencionales el calor se aplica al exterior del
alimento y se transfiere al interior por conduccion, principalménte. Sin embargo, las
microondas calientan a través de dos mecanismos: rotacién dipolar y polarizacién idnica
(Decareau y Peterson, 1986, Berteaud y Delmonte, 1993). La rotacion dipolar se produce
cuando las moléculas polares (agua, proteinas, carbohidraios) intentan alinearse con el campo
electromagnético, la friccidn intermolecular que resulta debido a la rotacion produce calor y
rompe los puentes de hidrégeno débiles. Por su parte, la polarizacion i6nica tiene lugar en
muestras que contienen iones tales como electrélitos, los iones positivos experimentan una
migracién electroforética hacia el polo negativo y los iones negativos hacia el polo positivo,
durante este desplazamiento colisionan con otras moléculas e iones y esto genera calor (Yeo
et al, 1991). Como consecuencia, resulta una caracteristica importante de las propiedades
fisicas de las microondas y de sus interacciones: la rapidez con que se produce el

calentamiento y su heterogeneidad comparado con el calentamiento convencional.

-
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Harrison (1980), resumi6 los factores que afectan al tiempo de calentamiento por
microondas de un alimento en los siguientes puntos: a) su temperatura inicial, cuanto mas alta
sea mas rapido sera el calentamiento para calentarlo; b) su densidad y homogeneidad, cuanto
mas denso sea el alimento se necesita mas tiempo y cuanto mas homogéneo sea, mayor y mas
igualada sera la absorcién de las microondas por el mismo y como consecuencia el proceso
tardara menos; c) su forma, si es regular se calentara mas deprisa que si es irregular; d) su
cantidad, normalmente existe una relacion lineal entre la cantidad de alimento y el tiempo de
calentamiento. Una de las aplicaciones mas practicas del horno microondas es la preparacion

de biberones, sobre lo cual trata esta memoria.

Las ventajas que el calentamiento en hornos microondas presenta respecto a otros mas
tradicionales son: limpieza, ahorro de energia, control preciso del proceso y los tiempos de
iniciacién y terminacion son mas cortos (Decareau, 1985). Por estos motivos el uso de
microondas en la industria alimentaria, en los servicios de catering y en ¢l ambito doméstico
se han ido incrementado ripidamente. Hoy en dia se emplean para: descongelar, calentar,

recalentar, blanquear y cocinar.

Sin embargo una de las principales desventajas del calentamiento por horno
microondas radica en que en no se pueden obtener alimentos ni tostados ni crujientes
(Fernandez, 1994). Ello se debe fundamentalmente a que la temperatura que se alcanza en la
superficie del alimento es inferior a la que se precisa para que se desarrolle la reaccion de
Maillard, lo cual afecta negativamente a la calidad organoléptica resultante. Por esto el horno
microondas se usa a menudo como utensilio para calentar y recalentar, mas que como una
herramienta para cocinar a no ser que se le acople un sistema de grill. Otro aspecto sefialado
como inconveniente del procesamiento con microondas es que sea menos efectivo en destruir
microorganismos c-iue el convencional debido a que el tiempo necesario para alcanzar la
temperatura deseada es corto y en el interior del alimento ésta no es homogénea (Dahl et al
1978, Ockerman y Crespo, 1977). Estos aspectos negativos del empleo de microondas deben
ser conocidos y compensados por sus ventajas.y ademas conseguir mantener la calidad

nutricional del alimento,
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2.4.1. Efectos nutritivos:

Jonsson (1989) indicé que no parecia que existiera ninguin efecto especial per se en
los alimentos debidos a las microondas, sino que las pérdidas en el valor nutritivo se debian
a los efectos de la elevacién de temperatura, tiempo de coccidn y al empleo de agua durante
el calentamiento, tal como sucede con los tratamientos convencionales, Este iltimo punto ya
habia sido destacado por diversos autores, asi Thomas y col. (1949) y Mabesa y Baldwin,
(1979) sefialaron que cuando los vegetales se preparan en agua, el tiempo de coccion y la

cantidad de agna empleada son factores determinantes de la retencidn de nutrientes.

Ciertamente, con el microondas los alimentos se exponen menos tiempo a temperaturas
elevadas, por lo que cabe pensar incluso que exista un menor riesgo de pérdidas de nutrientes
esenciales sensibles al calor, y por lo tanto un aumento del valor nutritivo del producto
cocinado. No obstante, este es un punto muy discutido y en la biblibgrafia se encuentran datos

contradictorios como indican Pineda y col. (1994) en su revisién.

De forma similar, la pérdida de nutrientes por lixiviacién parece mas atenuada cuando
el procesamiento se realiza por microondas respecto al tradicional, ya que los tiempos de

coccién son mas cortos (Chung y col. 1981, Kahn y Livingston, 1970).

2.4.1.1. Proteinas

De la revisién bibliografica realizada por Cross y Fung (1982} se deduce que el
calentamiento por microondas puede ayudar a conservar la proteina total en los alimentos. Asi,
el contenido en aminoacidos libres es mayor en la carne cocinada mediante sistemas clasicos
que la cocinada por microondas. Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos por
Salama (1993), que indicé que el porcentaje de proteina era mayor en la pechuga y muslo de
pollo cocinados en microondas que de forma convencional, lo que explicé por las mayores
pérdidas de proteina soluble y formacién de amino4cidos libres que se producen en el horno

convencional.
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Tsen (1980) pudo comprobar una mayor retencion de lisina debida a una reduccién
de las interacéiones aminoacido-aziicares (reaccién de Maillard) durante la elaboracién del
pan en microondas respecto al homo convencional. El PER (protein efficiency ratio) fue mas
alto. En trabajos posteriores, Tsen y col. (1983) describieron que el pan horneado
coﬁvencionalmente, cuya corteza estaba tostada, frente al pan horneado al microondas o al
vapor, con corteza mas clara, al ser administrados a ratas presentaban un PER de 0.32 y 0.90,
respectivamente. La reaccion de Maillard que desencadenaba solo en el primero de los casos
era responsable de la disminucién del valor nutritivo de este alimento. Jonsson {1989) obtuvo
resultados semejantes y los atribuyé a que en la coccién con microondas no se produce la
reaccion de pardeamiento y como consecuencia la disponibilidad de los aminoécidos

permarnece alta, especialmente la de la lisina.

Con sistemas modelo se ha comprobado la racemizacidén de aminoacidos por
calentamiento en microondas en condiciones drasticas (Chen et al, 1989). Asi bajo las
condiciones experimentales aplicadas por Lubec et al (1989) se detecto la presencia de D-
prolina y cis-3 y cis-4 hidroxiprolina en formulas infantiles tras ser calentadas mediante
microondas. Se sabe que la D-prolina es neurotoxica y que las formas cis de los aminoacidos
pueden inducir cambios estructurales, funcionales € inmunoldgicos si se incorporan a las
proteinas. La isomerizacién de los aminoécidos afecta negativamente al valor nutritivo de las
proteinas, por ejemplo creando enlaces peptidicos resistentes a las enzimas proteoliticas
(Friedman et al 1981, Bunjapamai et al 1982, Tovar y Schwass, 1983; Friedman y
Gumbmann, 1984). Por estas razones las autoridades sanitarias recomendaron no emplear los

hormos microondas para calentar las formulas infantiles.

Fue a partir de 1991, cuando empezaron a esclarecerse las ideas con respecto a este
tema. Fay et al (1991) llevaron a cabo un ensayo en que sometian a distintas formulas
infantiles a tratamientos mas o menos intensos y largos, dentro del margen de las condiciones
domésticas y posteriormente determinaron la proporcién de D-amino acidos en cada caso. No
observaron ninguna diferencia entre las formulas tratadas y sin tratar. Estos resultados

coinciden con los obtenidos por Marchelli y col. (1992) quienes estudiaron la presencia de
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enantiomeros D, tanto en aminoAcidos libres o formando parte de una proteina, en distintas
muestras de formulas infantiles sometidas a ambos tipos de calentamientos en condiciones
domésticas. Detectaron un porcentaje muy pequefio de formas D/D+L sin que existieran

diferencias significativas entre las formulas tratadas y sin tratar.

Jonker y Plenninks (1992) realizaron un estudio comparativo del valor nutritivo de
soluciones de caseina calentadas con microondas y convencionalmente, en animales de
experimentacién. Las condiciones, que simulaban condiciones domésticas, fueron similares
en ambos casos: 80x5°C durante 2 minutos. Los resultados no mostraron
diferencias en el valor nutritivo de dichas proteinas entre los dos tipos de
tratamientos. Por lo tanto, la alarma que surgié en relacion con la posible
racemizacion de aminoacidos carece de sentido cuando se reproducian

condiciones domésticas.
2.4.1.2. Hidratos de Carbono

En la desecacién por microondas de zumos de frutas con objeto de obtener

concentrados, €l contenido en azicares permanece invariable (Rosenberg et al, 1987).

Algunos autores emplean la presencia de aldehidos como un parametro indicador de
la degradacion de los alimentos por procesamiento térmico. Dworsschak (1976) propone al
hidroximetilfurfural como indice de calidad y valor nutricional en los alimentos infantiles.
Burton (1984) también considerd este aldehido, junto con otros parametros, como un buen
indicador de la calidad de la leche tratada térmicamente. Asi, estudios realizados por
Fernandez Marquez v col. (1992) comparando la desecacién de leche en polvo en un horno
microondas frente a una estufa convencional muestran que se obtiene un mayor contenido en

hidroximetil-furfural con el primer método.

Como ya se ha dicho, los alimentos cocinados en un horno microondas a menudo

carecen del sabor y textura tan apetecible que presentan cocinados convencionalmente. Yeo
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et al (1991) atribuye este hecho a que €l tiempo de coccion sea corto y 1a temperatura que se
alcanza sea baja, y por lo tanto, a que no se induzca la reacciéon de Maillard, que origina
muchos compuestos responsables de las caracteristicas organolépticas del producto. Yin (1995)
~ hizo una comparacion cualitativa entre panes homeados por métodos convencionales frente
a hornos no convencionales, entre ellos e} microondas, y observd que debido a el calor
especifico, al coeficiente de conductividad y al tiempo de horneado mucho mds corto con el
horno microondas, resulta un producto sin corteza con una textura mas dura, mas gruesa pero
menos firme. El autor atribuyd estas caracteristicas del producto final a que la gelatinizacion
del almidén es insuficiente, a los cambios que se generan en el gluten, y a la rapida ‘formacién

de gases y vapores en el interior del pan.

Los compuestos que se forman durante la coccion con microondas son: tiazol, 2,5-
dimetiltiazol, 4,5-dimetiloxazol, 2-metilpiridina y 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-
ona, La presencia de cantidades mas grandes de pirina en las muestras sometidas a microondas
indica que se produce muy poca fragmentacién de azicares durante la irradiacién,
probablemente debido a que poca energia estd implicada. Sin embargo en el calentamiento
convencional se forman: 2-metil-pirazina, 2,6-dimetilpirazina, 2-furanometanol, y 4-hidroxi-2,
5-dimetil-3(2H)-furanona, pirazinas y furanos, que contribuyen a mejorar la palatibilidad de
un alimento. Las cantidades mas bajas de estos compuestos en la coccion con microondas se
pueden deber a que su bajo indice de formacidn o a pérdidas por volatilizacion o destilacién

en el agua (Yeo, 1991).

Los estudios llevados a cabo por Ji (1992) tenian como objetivo ver que papel juega
el calentamiento por microondas, frente al convencional, en la formacién de pirazinas. Para
ello empled un modelo constituido por glucosa, glicina y una base. Los resultados obtenidos
mostraban claramente que el sistema de calentamiento, el tiempo y la temperatura de coccién

influian determinantemente en la formacioén de pirazinas y su distribucion.
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2.4.1.3. Lipidos

Los efectos del tratamiento térmico con microondas sobre la grasa han sido ampliamente
estudiados. Se ha planteado la posible oxidacién de los lipidos, racemizacién de icidos grasos
a formas trans u otras formas de deterioro. En algunos casos estos fendémenos han sido

comparados frente a formas de calentamiento tradicionales.

Lorenz (1976) realizé estudios sobre la composicién lipidica de ternera, pollo y hﬁevos
calentados de forma convencional o por microondas, y observé que se producian pequefias
diferencias en al contenido total de grasa y composicion en acidos grasos, pero no detecté
cambios conformacionales inducidos por las microondas.Sus trabajos fueron confirmados por
los de Mai y col (1980), que tenian como fin esclarecer si la coccion con microondas causaba
la isomerizacion de acidos grasos insaturados u otro tipo de alteracién en el patron de los
acidos grasos y dieron resultados negativos, es decir no existia evidencia de alteraciones
quimicas o de isomerizacién. Sin embargo, Maga y col. (1977) describieron que la coccién
en microondas inducia la isomerizacién cis a trans de los 4cidos grasos insaturados de las

patatas.

Pikul y col. (1984), King y Bosch (1990) y Salama (1993) demostraron mas
recientemente que el deterioro lipidico que puede producirse en el calentamiento por
microondas; es siempre menor que el encontrado en el calentamiento convencional. Ya en
1993, Schiller y col. vieron que la clara de huevo calentada en horno convencional sufria una
oxidacién dos veces mayor, medida por el test del TBA, que calentada en microondas y
Angelo y Baily (1987) atribuyeron esta menor oxidacién lipidica durante el calentamiento por
microondas a una inhibicién producida por los antioxidantes derivados de la reaccién de

Maillard, formados durante el proceso. (esto 1ltimo no lo veo muy claro)
Fl calentamiento en horno microondas puede diferir, significativamente, en sus efectos
sobre los componentes del alimento, del calentamiento convencional. Zamora e Hidalgo

(1992) en un sistema modelo formado por una mezcla de lisina y 4-5-epoxi-2-heptanal
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calentado en microondas por diferentes periodos de tiempo obtuvieron resultados que sugerian
que los microondas eran capaces de acelerar las reacciones entre aminoacidos y lipidos
oxidados. Desafortunadamente, en este trabajo no se compararon estos resultados con los que

podrian haberse obtenido si el calentamiento se hubiera hecho también en homo convencional.

Existe cierta informacion sobre los efectos del calentamiento en microondas de aceites.
En ellos se observa que, al igual que con técnicas convencionales de calentamiento, la
alteracion del aceite esta intimamente relacionada con la composicion en éacidos grasos
insaturados, la presencia de antioxidantes y las temperaturas alcanzadas en ¢l proceso (Yoshida

et al, 1990).

_ Yoshida et al (1993) observé que el indice de oxidacion aumentaba en algunos casos
cuando los aceites tenjan un alto contenido de 4cidos grasos insaturados, pero era
relattvamente mas bajo frente al correspondiente acido graso saturado. El hecho de que este
indice sea mas elevada con las microondas puede ser debido a que sencillamente la radiacién
hace que se incremente la temperatura de la reaccién. Sin embé.rgo, parece que existe un
efecto adicional en el microondas que hace que la reaccién se acelere més de lo

correspondiente a la temperatura tnicamente.

Una de las diferencias mas notables entre las férmulas infantiles y 1a leche matemna es
el contenido en acidos grasos poliinsaturados, siendo X veces mayor en la primera. Por esto
hoy en dia existe la tendencia de enriquecer las férmulas con este componente lipidico
buscando mejorar su calidad nutricional. Se ha estudiado la estabilidad de los 4cidos grasos
poliinsaturados de pescados grasos cocinados en horno microondas en distintos pescados
frescos con un contenido en grasa bajo, medio y alto. El efecto de la coccidén fue minimo y
no se detectaron diferencias en los lipidos totales entre las muestras cocinadas y sin cocinar
y en particular los acidos grasos poliinsaturados no se vieron afectados y mantuvieron su

composicién y contenido de acidos grasos poliinsaturados original (Hearn y col, 1987).

’
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2.4.1.4. Minerales

A diferencia de lo que ocurre con las vitaminas, los minerales son estables a las
temperaturas que se aplican en todo tipo de calentamientos domésticos. Por tanto, la pérdida
de minerales en el caso que nos ocupa de calentamiento por microondas se puede dar

Unicamente por su difusién en el agua desde el interior del alimento hacia el exterior {(Finot,
1993).

La cantidad de agua y el tiempo de coccidn son factores determinantes en la retencién
de estos micronutrientes {Thomas y col., 1949, Mabesa y Baldwin, 1979). A menor tiempo
de coccidn y menor cantidad de agua cabe esperar que el procesamiento con microondas

permita una mayor retencion de minerales.

En este sentido, Baldwin y col. (1974) hallaron que en el interior de carnes que se
cocinan se producia una difusion de agua desde el centro hacia la corteza, con la consiguiente
migracién de los nutrientes hidrosolubles, tal como minerales, vitaminas y aminoacidos libres
y en consecuencia las gotas de exhudado presentaban una mayor concentracion de estos
nutrientes Por ello y debido a que ese exhudado no suele consumirse con el alimento se
consideré que en general los métodos tradicionales de cocinado favorecian una mayor
retencién de minerales, mientras que ¢l empleo de microondas podria producir ciertas perdidas
(Baldwin, 1976). Asi, la carne de ternera, cerdo y cordero cocinada en microondas parecia
retener menos sodio, cloro, fosforo y hierro frente a las mismas carnes preparadas de forma
convencional (Baldwin y col, 1976). No obstante, Korshgen y Baldwin (1978) observaron una
menor retencién de potasio en carmmes cocinadas por métodos convencionales frente al
microondas y Jonsson (1989) indicé que algunos minerales, tal como el potasio, daban
retenidos en el alimento porque la coccién en microondas se lleva a cabo con una minima

cantidad de agua.

Klein y col. (1981) estudiaron los efectos del asado convencional y en microondas, sin

agua, sobre los componentes nitrogenados y minerales de la patata cocinada entera.

71



Revisién Bibliografica

Observaron que con el homo convencional disminuia significativamente el contemdo de
potasio, el mineral mayoritario, y de hierro, el elemento traza mas abundante, de la parte
externa incluyendo la piel y que aumentan en el centro de la patata lo que atribuyeron al
dafio que sufren las membranas de las células de la piel con la consecuente liberacion de
algunos minerales intracelulares. Ello, unido a la deshidratacién que se va produciendo en la
parte externa, tenderia a incrementar la concentracion de K y de Fe en la zona, y se originaria
un gradiente de difusion de ambos minerales hacia el interior. Por otro lado, al asar patatas
en el horno microondas en estos trabajos se produjo un aumento del contenido de potasio y
calcio en el centro y sin embargo no se observaron efectos sobre el fésforo, magnesio ni de
los minerales minoritarios. Estos cambios en los minerales aun no han sido explicades. En
resumen en lo que respecta a asar patatas, parece que el calentamiento convencional es
superior al microondas en cuanto a los minerales, especialmente cuando el tejido de la corteza

no se consume.
2.4.1.5. Vitaminas

La pérdida de vitaminas, ha sido estudiadalpor muchos autores, en alimentos distintos

y en diversas condiciones.

La estabilidad de las vitaminas hidrosolubles se ha estudiado en cames, pescados, y
vegetales. Las variaciones observadas entre el calentamiento por microondas y el convencional
son debidas, como ya se ha indicado para los nutrientes, a las diferencias de temperatura finai,
la rapidez de calentamiento, las modificaciones en la transferencia de calor debido a la

formacién de corteza y al volumen de agua empleado en el proceso (Finot, 1993).

Los resultados de trabajos de investigacién coinciden, en general, en atribuir un efecto
beneficioso al procesamiento con microondas, debido a que el tiempo de coccion es reducido,
no se emplea agua o se efnplea poca y a que no se alcanzan temperaturas finales tan altas,
como en otros calentamientos mas tradicionales, disminuyendo en consecuencia la pérdida de

vitaminas. En esta linea, Mudgett (1989) indicé que la retencién de vitaminas es mayor en los
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alimentos tratados por microondas respecto a otros métodos convencionales; debido a que el
tiempo de cocinado es menor; Mabesa y col.. (1979) llegé a la conclusién de que la retencién
de acido ascorbico es mayor con el microondas ya que la coccién de muchos vegetales se
puede llevar a cabo sin agua; y Jonsson (1989) coincidia en que la vitamina B,y C
permanecen mas en el alimento porque la coccion se lleva a cabo en una cantidad minima de
agua. No obstante, algunos resultados no son coincidentes. Asi, se ha descrito que las
vitaminas B, (Goldbith y col. 1968, Bowers y Fryer, 1972), B, (Van Zante y Johnsson 1970,
Bowers y Fryer, 1972, Medrano et al, 1994) y cuatro formas de folato (Cooper y col., 1978)
a excepcién del S-metil-tetrrrahidrofolato, presentan una estabilidad similar tras el
calentamiento por microondas o un calentamiento equivalente de tipo convencional efectuado
en las mismas condiciones de pH, temperatura y tiempo. Asimismo, en formulas infantiles,
Sigman-Grant y col. (1992) no observaron diferencias significativas en las pérdidas de

vitamina B, y C.

Sin embargo, Uherova y col. (1993) observaron menores pérdidas de vitamina B, y
B, al cocinar carne de cerdo y pollo en un homo microondas comparado con los hornos
eléctricos convencionales y en un estudio mas antiguo (Goldbith y col, 1968) se encontrd que
el calentamiento por microondas podia disminuir la proporcién de tiamina en una solucién

tampodn en relacidn a calentamientos tradicionales.

Se ha indicado, que el contenido en tiamina de la leche disminuye como consecuencia
del calentamiento con microondas y vieron que este efecto era directamente proporcional a
la temperatura final del producto e inversamente proporcional al contenido en grasa de la
leche (Vidal-Valverde y Redondo, 1992). Es decir, la grasa actuaba como un factor protector,
lo que también habia sido descrito por Coulter y Thomas (1968) y por Leu y col. (1986) con

respecto a otras vitaminas.

En lo que respecta a vitaminas liposolubles se han lievado a cabo menos estudios.
Segin Medrano et al (1994) el calentamiento mediante microondas, en condiciones

domésticas, no afecta, o0 muy ligeramente, el contenidp de a-tocoferol y retinol de la leche
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de vaca, especialmente en el caso de leche entera. Esta consideracion es importante puesto que

la leche es una fuente importante de vitamina A y E en la poblacién infantil.

Yoshida y col. (1970) estudiaron la posible pérdida de vitamina A producida en el
calentamiento de diferentes aceites vegetales (colza, soja, maiz oliva y palma) por microondas
e intentaron relacionarla con las propiedades quimicas de dichos aceites. Obtuvieron que el
contenido de esta vitamina disminuia sustancialmente en los aceites de colza, oliva y palma
pero en los de maiz y soja se retenia un 90% y, por tanto, concluyeron que la reduccién de
tocoferoles no estaba necesariamente relacionada con las caracteristicas de los aceites.
Posteriormente, estos mismos autores encontraron que las pérdidas de tocoferoles se producian
en el orden o> y> B> & independientemente del tipo de aceite calentado (Yoshida y col.

1991) e incluso al tratar grasas animales con microondas (Yoshida, 1992).
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2.5 EFECTOS DEL PROCESAMIENTO INDUSTRIAL

El objetivo que se persigue al procesar los alimentos es protegerlos y preservarlos,
destruir microorganismos, inactivar enzimas, destruir inhibidores y sustancias téxicas,
mantener o mejorar sus propiedades organolépticas, aumentar su digestibilidad e incluso

producir unas propiedades fisicas y caracteristicas estéticas deseables.

El conseguir estos objetivos primarios del procesamiento muchas veces implica que
se den otros efectos secundarios; éstos pueden ser no deseados como la disminucién en el

valor nutritivo del alimento, o por ¢l contrario positivos, como la mejora de su aceptabilidad.

El detectar y conocer estos cambios debidos al procesamiento, asi como sus
repercusiones nutritivas es de gran importancia en general y muy especialmente en
determinadas etapas, tal como la infancia en la que la dieta presenta una composicién muy

restringida e incluso estd constituida \inicamente por leche de vaca o férmula infantil.
2.5.1. Pasteurizacion

Se deben a Pasteur los principios del método de conservacién que hoy lleva su
nombre. Entre 1866 y 1876, estudiando las alteraciones del vino y de la cerveza, descubrié
que un calentamiento moderado, sin sobrepasar la temperatura de 60°C, era capaz de evitar
algunas alteraciones de los alimentos al dificultar ¢l desarrollo de los microorganismos que
las producen. Hasta 1880, este método no se aplico a la leche. Un poco después se comprobd
que la pasteurizacidn, realizada de una determinada manera, era capaz de destruir también los
gérmenes patdgenos que frecuentemente contaminan la leche. A partir de ese momento la

pasteurizacién no fue solo un procedimiento de conservacion sino también de higienizacion.
2.5.1.1. Condiciones de la pasteurizacion. Métodos.
La pasteurizacion es un tratamiento térmico relativamente moderado que tiene como
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fin preservar el producto, en nuestro caso la leche, durante varios dias. Ello se debe a la
inactivacién de enzimas y a la destruccidn de microorganismos sensibles al calor, causando
cambios minimos en las caracteristicas sensoriales y en ¢l valor nutritivo de la leche (Fellows,

1988).

Se entiende por leche pasteurizada la leche natural entera o desnatada sometida a un
calentamiento uniforme a una temperatura comprendida entre 72 y 78°C, durante no menos
de quince segundos, que asegura la destruccion de los gérmenes patogenos y la casi totalidad
de la flora microbiana, sin modificacion sensible de la naturaleza fisicoquimica, caracteristicas

y cualidades nutritivas de la leche.

Segun la directiva 92/46/CEE de la Unién Europea del 16 de junio de 1992 la leche
pasteurizada debe habefse obtenido mediante un tratamiento que utilice una temperatura
relativamente alta durante un corto lapso de tiempo (como minimo 71,7°C durante 15
segundos o cualquier combinacién equival) o un procedimiento térmico que utilice diferentes

combinaciones de tiempo y temperatura para conseguir un efecto equivalente.
Se pueden distinguir dos grandes tipos de métodos:

La pasteurizacion baja se define como el calentamiento a 63°C durante 30 minutos.
Es un método lento y discontinuo, pero presenta la ventaja de no modificar las propiedades
fisico-quimicas de la leche. No se coagulan las albuminas ni las globulinas y el estado de los

giobulos de grasa permanece inalterado.

La pasteurizacion alta se define como el calentamiento a 72°C durante 15 segundos.
El método es rapido y continuo, pero modifica ligeramente las propiedﬁdcs de la leche, si bien
los aparatos modemos reducen este inconveniente. Las albiminas y las globulinas sufren
siempre una coagulacién parcial. En los paises anglosajones la pasteurizacion alta se conoce

como procedimiento "high temperature short time" (H.T.S.T.).
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Ademas, de acuerdo a la directiva anteriormente indicada la leche pasteurizada debe
de tener las siguientes caracteristicas:

1° Reaccionar negativamente a la prueba de la fosfatasa y positivamente a la de la
peroxidasa. No obstante, se permite la elaboracién de leche pasteurizada que reaccione
negativamente a la prueba de la peroxidasa siempre que lleve una etiqueta con una indicacién
del tipo pasteurizacion alta.

2° Enfriarse inmediatamente tras la pasteurizacion y alcanzar lo antes posible una
temperatura que no exceda de 6°C.

3° No contendra sustancias farmacologicamente activas en autondades.

La leche pasteurizada se suele someter en la central lechera a las siguientes
manipulaciones:
- Limpieza previa por medio de centrifugacion o filtracidn.
- Refrigeracion inmediata a una temperatura igual o inferior a 6°C.
- Envasado en recipientes limpios e higienizados y cerrado que asegura la proteccion contra

contaminaciones y adulteraciones.

La leche pasteurizada debe ser conservada durante el tiempo que durante su transporte
y comercializacién a una temperatura inferior a 6°C, debiendo ser vendida al consumidor
dentro de las setenta y dos horas siguientes al dia siguiente al envasado. Ademads, en el envase

se indicara la conveniencia de mantenerla en refrigeracion.
2.5.1.2. Efectos de la pasteurizacién sobre el valor nutritivo de la leche

La pasteurizacion se puede considerar como un tratamiento suave que produce cambios
minimos en las caracteristicas nutritivas y sensoriales de los alimentos (Fellows, 1988). Ei
compuesto mas afectado en la leche es la vitamina C, cuyas pérdidas llegan a un 20 por ciento
del contenido original del producto (Ford y col, 1969; Harper, 1976). Sin embargo, estas
pérdidas no pueden imputarse por entero a la pasteurizacidon. La leche de vaca en cuanto es

‘expuesta a la luz sufre pérdidas de esta vitamina con gran rapidez, por una reaccién
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fotoquimica en la que la riboflavina actta como sensibilizador: en primer término esto da
lugar a la formacién de 4cido dehidroascérbico, forma oxidada de la vitamina C,
bioldgicamente activa todavia, pero muy inestable al calor. Es principalmente esa forma la que
se pierde al pasteurizar la leche. Eliminando el oxigeno de la leche antes de pasteurizarla, se

evita en gran medida la pérdida de acido ascdérbico durante ¢l tratamiento por calor.

La leche de mujer contiene generalmente mas vitamina C que la de vaca, bifalo o
cabra (Powers, 1997) leches que cuando se emplean en iactantes, deben de complementarse
con esta vitamina. Sélo excepcionalmente la leche de vaca constituye un aporte apreciable de
vitamina C en las dietas mixtas. Asi, en el Reino Unido durante la segunda guerra mundial,
gracias a una racion especial diaria de 1,1 litros de leche, algunas madres lactantes obtenian

de este alimento hasta un tercio de toda la vitamina C ingerida -

La tiamina, que es la otra vitamina termolabil de la leche y la vitamina B,, pierden un
10 por ciento en la pasteurizacion (Fellows, 1988). Por si misma, la vitamina B, es
termorresistente y deberia soportar sin pérdida no sélo la pasteurizacion, sino incluso la '
esterilizaciéon que es mdas drastica A pesar de ello, dicha vitamina se reduce durante la
pasteurizacién y es practicamente destruida por la esterilizacion. Su labilidad se debe a la
reaccion mutua con la vitamina C en presencia de oxigeno. De ahi que la eliminacion del
oxigeno antes de tratar la leche protege no sélo a la vitamina C, sino tambi¢én a la B,
{Schaafsma, 1995). La leche de mujer contiene una cantidad mucho menor de tiamiﬁa y de
vitamina B,, que la de vaca (Powers, 1997) por e¢llo, las pérdidas que sufren estas vitaminas

en el proceso de pasteurizacion son de poca importancia para la alimentacion infantil.

Renner, (1979) detectd el porcentaje de 5 a 15% de desnaturalizacion respecto al total
de proteinas séricas en la leche pasteurizada. Uno de los primeros productos de la reaccion
de Maillard, el hidroximetilfurfural estd presente en una concentracién de aproximadamente
1pmol/L (Renner, 1983). Sin embargo, juzgar por los experimentos realizados en ratas, las
pérdidas anteriormente indicadas son muy leves y el valor bioldgico de las proteinas de la

leche pasteurizada disminuye solo muy ligeramente, (Mauron, 1985).
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Aunque en conjunto la utilizacidén nutritiva de la proteina de la leche no se afecta
apenas por la pasteurizacién, la alteracién de determinadas proteinas, como las
inmunoglobulinas, puede tener mds importancia. Asi, Lyster (1979) observé que las
inmunoglobulinas IgA, IgG e IgM son heterogéneas con respecto a su estabilidad térmica y
se desnaturalizan parcialmente por la pasteurizacidon, igual que la proteina ligante de hierro,

la lactoferrina. Estas proteinas son menos estables que la mayoria de las proteinas séricas.

Los demas nutrientes de la leche no sufren practicamente cambio alguno con el

tratamiento de pasteurizacion.

Una prueba de que la leche pasteurizada mantiene un valor nutritivo adecuado es la
que ofrecen ciertos experimentos realizados en nifios en los que no pudo distinguirse, desde

el punto de vista nutritivo, la leche de vaca pasteurizada de la cruda. (CITA)

La pasteurizacién presenta la ventaja de que previene la lipolisis de la leche materna
una vez enfriada, lo cual se produce facilmente debido a la elevada actividad lipasica que
presenta. Sin embargo, la leche materna que tiene que ser almacenada durante algin tiempo
no precisa ser pasteurizada puesto que sus propiedades antimicrobianas inhiben la actividad
de cualquier microorganismo patégeno. Ademds, la pasteurizacidén no solo elimina los
organismos patégenos, sino que también altera el mecanismo bacteriostitico de manera que
la leche se vuelve mas susceptible a "echarse a perder”. La leche materna puede conservarse
con seguridad durante 72 horas a 4-6°C. Si se precisa almacenar durante mas tiempo, debe
ser congelada a -20°C sin que esto suponga ninguna pérdida significativa de su valor nutritivo.
(Agel y col., 1982, Bjérksten y col., 1980, Evans y col., 1978).

2.5.2. Esterilizacién

Esta técnica, utilizada por primera vez en Suiza y desarrollada en 1889, tiene por

objeto la conservacion indefinida de la leche por destruccion completa de los gérmenes
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presentes en ella, tanto las formas vegetativas como esporuladas.

Durante mucho tiempo, la esterilizacidon de la leche consistia en un calentamiento a
115-120°C en autoclave durante 15 a 20 minutos. Es evidente que un tratamiento tan dréstico
tiene el peligro de provocar modificaciones en la calidad del producto que en la practica se
han demostrado. Aparece un color oscuro y un gusto especial a cocido que lieva asociada una
alteracion del equilibrio proteico y mineral. Ademas, se destruyen la mayor parte de las
vitaminas. Por eso, a partir de 1950, se han tratado de poner a punto otros métodos menos

dafiinos.

Segin las normas fijadas por la Unidn Europea (1992), la leche esterilizada cumplira
los siguientes requisitos:
- Haber sido calentada y esterilizada en envases o recipientes herméticamente cerrados,
permaneciendo intacto el dispositivo de cierre.
- Tener, en caso de controles aleatorios, una conservabilidad tal que no sea perceptible
ninguna alteracion después de una permanencia de 15 dias en un envase cerrado a una
temperatura de +30°C. Siempre que resulte necesario también podra preverse una permanencia
de 7 dias en un envase cerrado a una temperatura de 55°C.
- La produccién de leche esterilizada podra llevarse a cab;) a partir de la leche cruda que hay-a
sido sometida en otro establecimiento a una termizacién o un tratamiento térmico.
- No contendri sustancias farmacoldgicamente activas en cantidades superiores a los limites

establecidos por las autoridades.

El precalentamiento antes citado puede ser sustituido por una pre-esterilizacién a no
menos de 135°C durante dos segundos como minimo, seguida de enfriamiento hasta la
temperatura de envasado.

2.5.2.1. Esterilizacién en botella

La esterilizacién de la leche liquida entera por el calor se hace habitualmente en
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botellas, mediante un procedimiento discontinuo o continuo. En ambos casos, 1a leche puede
pre-esterilizarse a temperatura comprendida entre 120°C y 135°C durante unos pocos segundos
y homogenizarse a 33°C-85°C para evitar la separacion de la grasa en el producto terminado.
Después se envasa a 60°C-70°C en botellas calientes de vidrio o recipientes metalicos, e
incluso, mas recientemente, en botellas de plastico. Estas botellas o recipientes se tapan
herméticamente y se éalientan durante periodos de 20 minutos a una hora hasta temperaturas
de 120°C para conseguir que la leche del interior del recipiente o botella alcance, por lo

menos, una temperatura de 115°C durante 15 minutos.
2.5.2.2. Efectos de la esterilizacion sobre el valor nutritivo de la leche

La esterilizacion en envase induce la hidrélisis de carbohidratos y lipidos, pero estos
nutrientes siguen siendo disponibles y el valor nutritivo de los alimentos sometidos a este

tratamiento no sufre importantes daftos (Fellows, 1988).

Este tipo de tratamiento térmico, relativamente prolongado y dréstico, trae consigo que
la leche esterilizada en botella pierde un 30 por ciento de tiamina, un 50 por ciento de
vitamina C y casi toda la vitamina B,, que tenia antes del tratamiento La vitamina A y la
riboflavina no sufren con el tratamiento y permanecen estables durante el almacenamiento en
la oscuridad, a la temperatura ambiente, pero, como es de suponer, disminuyen

apreciablemente con la luz (Schaafsma, 1995).

Renner (1979) indica que la esterilizacién de la leche envasada induce un 80-100% de
desnaturalizacion de las proteinas séricas, segin las condiciones aplicadas, aunque el valor
bioldgico de las proteinas solo disminuye ligeramente. Ademas de la desnaturalizacion
proteica se produce la caramelizacion de azicares y la reaccion de Maillard ambos procesos
- responsables del color oscuro caracteristico de la leche esterilizada. A su vez, la reaccion de
Maillard entre la proteinas y la lactosa origina el consiguiente blogueo de la lisina, que se
calcula que puede legar al 10-15%. Por todo ello, incluso algunos autores han llegado a

indicar que la leche sometida a esterilizacién no deberia ser administrada a bebés (Pien 1972;
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Secretin, 1981; Ek y Magnus, 1980).

La digestibilidad de las proteinas de la leche se ve perjudicada cuanto la leche es
sometida a temperaturas drasticas durante un periodo largo, sea 180°C durante 80 minutos
(Klostermeyer y col. 1975; Alais y col. 1978, Beikov y col. 1981), sin embargo segiin la
normativa anteriormente indicada estas condiciones no son normales ni indicas para la

esterilizacion de la leche.

En foérmulas infantiles liquidas esterilizadas convencionalmente, por la reaccién de
la lisina con fosfato de serina, se forma lisinoalanina (Fritsh, Klistermeyer, 1981, Hurrell y
Finot, 1983). Este compuesto esta presente también en las formulas UHT en una
concentracion de 160-370 mg/kg de proteina cruda mientras que en las formulas esterilizadas
en envase alcanza 410-1030 mg/kg, Finot (1983). También Langhendries y col., 1992
obtuvieron valores mas altos de lactulosil alanina en férmulas infantiles esterilizadas
convencionalmente frente a la misma sometida a UHT, aunque nifios alimentados con estos
dos tipos de formulas no presentaron diferencias en cuanto al contenido de productos de la

reaccion de Maillard excretados a través de la orina.
2.5.3. Esterilizacion a temperatura ultraelevada (UHT)

Este tipo de leche, conocida mas comunmente como leche UHT (ultra high
temperature), es la leche, entera o desnatada, sometida a un proceso de calentamiento a una
temperatura de 135-150°C durante dos a ocho segundos, que asegura la destruccion de todos
los microorganismos y la inactividad de sus formas de resistencia (esporas), siendo envasada

posteriormente en condiciones asépticas.
2.5.3.1. Métodos de esterilizacién UHT

Desde el punto de vista tecnoldgico dos son fos sistemas UHT: el sistema directo y el

indirecto. En el primero se inyecta directamente vapor en leche precalentada, alcanzandose
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casi instantAneamente la temperatura de 135-150°C, que es mantenida unos segundos {dos a
seis). Mas tarde, por expansidn directa, se elimina €l vapor adicionado. En el segundo de los
métodos, el vapor no llega a entrar en contacto directo con la leche, estando siempre

separados por placas de acero inoxidable.

Si se comparan ambos métodos existen ventajas e inconvenientes. Los procedimientos
de calentamiento directo permiten preparar leches que sufren durante el tratamiento
modificaciones minimas debido a la gran rapidez del intercambio térmico. Estudios
comparativos realizados en Australia (Zadon, 1969) demuestran que la proporcién de proteinas
solubles desnaturalizadas durante el calentamiento directo es menor que en los procedimientos
indirectos. Por otra parte, el calentamiento directo asegura una desoxigenacién total de la
leche, lo cual es favorable para su conservacion. Sin embargo, las instalaciones de
calentamiento directo tienen un precio de compra y funcionamiento mas elevado que las de
calentamiento indirecto, asi como la necesidad de efectuar la homogeneizacion asépticamente.
Por su parte, los procedimientos de calentamiento indirecto tienen como principal
inconveniente la formacién de depdsitos en las superficies de intercambio de calor con la
consiguiente perturbacién de la transferencia térmica y, a menudo, la necesidad de aumentar
la diferencia de temperatura entre la leche y el fluido calefactor lo que supone una menor
rentabilidad. La colocacién en el circuito de un desaireador a vacio en el procedimiento

indirecto asegura una desoxigenacion satisfactoria de la leche.

Segun la normativa de la Unién Europea (1992), 1a leche UHT debe cumplir las
siguientes exigencias:
- Haberse obtenido mediante calentamiento en flujo continuo de la leche cruda a una
temperatura elevada durante un corto lapso de tiempo (como minimo +135°C durante, por lo
menos, un segundo), con el fin de destruir todos los microorganismos y sus esporas. Después
se debe proceder a su envasado aséptico en un recipiente opaco, o que ¢l embalaje convierte
en opaco,de modo que se reduzcan a un minimo las transformaciones quimicas, fisicas y
organolépticas.

- Tener una conservabilidad tal que , en caso de controles aleatorios, no sea perceptible
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alteracién alguna al cabo de 15 dias, mantenida en un envase cerrado a una temperatura de
+30°C. Siempre que resulte ﬁecesario, podra preverse también una permanencia de siete dias
en un envase cerrado a una temperatura de +55°C.

- En caso de que el procedimiento de tratamiento UHT de la leche se aplique por contacto
directo de la leche y del vapor de agua, éste sera obtenido a partir de agua potable y no podra
dejar posos de sustancias extrafias en la leche ni afectarla negativamente. Ademas, la
aplicacién de este procedimiento no modificara el contenido de agua de la leche tratada.

- No contendra sustancias farmacologicamente activas en cantidades superiores a los limites

fijados por las autoridades.

La leche tratada a temperatura ultraclevada goza de todas las ventajas de la leche
pasteurizada o esterilizada en forma convencional y no tiene ninguno de sus inconvenientes.
Por consiguiente, es légico considerar que puede ser la leche del futuro, que sustituya a los

dos tipos que se encuentran actuaimente en el mercado,
2.5.3.2. Efectos de la esterilizacion UHT sobre el valor nutritivo de la leche

Por si mismos, los métodos de esterilizacidn a temperatura ultraclevada preservan
mejor las cualidades nutritivas del alimento que los de esterilizacién en el envase. Si se envasa
el producto asépticamente, sin ulterior tratamiento, igualard en sabor y en propiedades
nutritivas a la leche pasteurizada por el método continuo de pasteurizacién alta, sobre todo si
se elimina el aire de la leche, puesio que la vitamina C y la vitamina B,, se conservan
entonces intactas. Por tanto, son obvias las ventajas practicas que supone suministrar una leche
liquida con igual color, sabor y valor nutritivo que la pasteurizada con una vida media mucho

mas larga(Fellows, 1988)

Weeks and King (1985) demostraron que la absorcion intestinal y el depdsito femoral

de Ca no era distinto entre la leche pasteurizada HTST vy la esterilizada UHT.
Burton (1988) indica que las pérdidas de lisina disponible son hasta de un 2% en la
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leche pasteurizada y de hasta un 6,5% en la leche UHT. Segiin Adrian (1972), la cantidad
de lisina que se pierde en la leche UHT es de 1-4% y hay muy poca diferencia entre el
proceso directo ¢ indirecto. Sin embargo ninguno de estos tratamientos causaron una descenso
de la digestibilidad y del valor biolégico en ratas, debido a que la lisina de la proteina lactea

esta en exceso para los requerimientos de este animal.

Las proteinas séricas de la leche se desnaturalizan en el procesamiento UHT en mayor
o menor medida dependiendo de la relacidén tiempo-temperatura. Los sistemas de
calentamiento directo desnaturalizan un 50-75% del total de las proteinas séricas frente a los
indirectos que afectan al 70-90% (Renner, 1979). La desnaturalizacién de la f-lactoglobulina
produce la liberacién de grupos SH, responsables del sabor de la leche calentada. Se piensa
que la inyeccion directa de vapor provoca una menor desnaturalizacion que el calentamiento
clasico en tubos porque el vapor que penetra en la leche produce la dilucién de sus

componentes (Dill y col., 1964).

No obstante, este efecto de la desnaturalizacién proteica puede considerarse positivo,
ya que. se ha observado que las proteinas de la leche desnaturalizadas se digieren mas
facilmente que las nativas debido a que la estructura proteica es menos compacta haciendo que
sea mas accesible a las enzimas. Es decir, la proteina de la leche pasteurizada y UHT se
utiliza mejor que la de la leche cruda (Mauron, 1985).Otra explicacion por la que la leche
calentada presenta una mayor digestibilidad es porque el calentamiento inactiva el inhibidor
de la tripsina presente en la leche (Swaisgood y col., 1979; Renner, 1981). Tan solo cuando
la leche se somete a tratamientos térmicos intensos se puede producir la destruccién del
inhibidor de la tripsina, que estaba disminuido. Estos mismos autores indican que los nifios
pequefios presentan menos problemas de digestion cuando toman leche UHT de vaca porque
las proteinas estan ligeramente desnaturalizadas y precipitan en forma de una dispersion mas

fina en el medio 4cido del estémago.

El procedimiento UHT se estd aplicando incluso pata la obtencién de formulas

infantiles. Anon (1968) observé que los nifios alimentados con leche UHT ganan més peso
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mas rapidamente que aquellos alimentados con leche pasteurizada y explicé que puede ser
debido a que la transferencia de aminoacidos al suero sanguineo sea favorecido, hecho que

observé en otros ensayos con cerdos pequefios.

El hidroximetilfurfural, uno de los primeros productos de la reaccion de Maillard, en
la leche UHT por el sistema indirecto alcanza concentraciones de 6-18 umol/l y en el
tratamiento directo 2-12 umol/l. Pero ya que el umbral sensorial superior para el HMF es de
16 umol/l, en la leche UHT no se detectan cambios de sabor. Sin embargo, se ha indicado
que hay poca relacién entre los valores de HMF vy de lisina disponible, de manera que no se
pueden deducir conclusiones claras en lo que respecta al dafio proteico. Ademas, en el caso
de la leche UHT, por ser un alimento liquido, la reaccién de Maillard apenas tiene lugar

debido a que el agua la inhibe (Renner, 1979; Renner y Dorguth, 1980). -

Formulas infantiles elaboradas con leche de vaca y sometidas a UHT resultaron ser tan
eficientes en nifios prematuros como férmulas hechas a partir de leche o suero de leche en lo
que respecta a su ingesta energética, aumento de peso, consistencia de heces y parametros
quimicos de la sangre y suero. (Ziegler et al, 1969). Sin embargo en este ensayo no solamente

era distinto el tratamiento térmico sino también las férmulas empleadas.

Otros experimentos llevados a cabo en bebés y nifios pequefios mostraron que la leche
UHT presentaba el mismo valor nutritivo que la leche pasteurizada. Una pérdida en el valor
proteico solo se produce cuando se aplican condiciones extremas de calentamiento con fines

experimentales (Finot y col., 1977; Klostermeyer y Fritsh, 1981).

El tratamiento UHT no causa cambios fisicos o quimicos en la grasa de la leche que
tengan consecuencias nutricionales adversas. Al compararse con la leche cruda la leche UHT,
presenta menos acidos grasos poliinsaturados (33% acido linoleico, 13% de acido linolénico
y 7% de 4cido araquiddnico, Pol y Groot (1960), y en total hasta un 30% menos de acidos
grasos libres (Withycombe y Lindsay, 1969).
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En experimentos con cerdos pequefios, la leche entera UHT indujo una lipolisis mas
rapida de los triglicéridos en el estémago que la leche pasteurizada. Este efecto puede ser
debido en parte a la modificacion de las membranas de los glébulos de grasa por la
homogeneizacién, o al calentamiento sufrido durante el calentamiento (Timmen y Precht,
1684).

En lo que se refiere a minerales, se produce un movimiento reversible de calcio,
magnesio, citrato e iones fosfato entre las micelas de caseina y el suero de la leche durante
el procesamiento UHT y durante el almacenamiento. Este hecho puede ser debido a la
disminucién de la cantidad de calcio soluble en la leche inmediatamente después del
tratamiento térmico. Sin embargo, no se¢ produce una pérdida de la utilizacién nutritiva de
minerales achacable a la esterilizacion UHT. En este sentido, Henry y Toothill (1960)
demostraron que la disponiblilidad de calcio en ratas permanece inalterada. Asi mismo, Pelet
y Donath (1974) observaron en ensayos con nifios que la retencién de calcio y potasio era
mayor con la leche UHT que con la leche pasteurizada, mientras que la retencién de fésforo

era similar en los dos casos.

Fl efecto del procesamiento UHT sobre las vitaminas supone una pérdida de un 10 -
20% sobre el contenido vitaminico de la leche y por lo tanto tiene escasa repercusion
nutricional en dietas mixtas. Como se ha indicado, el método UHT indirecto produce pérdidas
ligeramente mayores que ¢l directo (Sharma, 1980; Zadow, 1980; Anderson, 1982). Las
pérdidas mas altas de vitamina C, tiamina, cianocobalamina y 4cido félico por el tratamiento
indirecto pueden se pueden reducir considerablemente a través de la desgasificion de la leche
(Toter, 1979; 1980, Lund, 1982; ). Por esta razén, Cameron (1978) aconsejo que el oxigeno
deberié‘ser eliminado durante la elaboracién de alimentos infantiles. Se ha sido detectado una
pequefia pérdida de tiamina como resultado del procesamiento UHT. La vitamina B, también
se ve ligeramente afectada. Después de 6 meses de almacenamiento de la leche UHT el
contenido de vitamina E se ve reduce ligeramente, mientras que la concentraciéon de acido

ascorbico disminuye dependiendo del contenido de oxigeno de la leche (Renner, 1983).
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2.5.4. Deshidratacion

La deshidratacion es el procesamiento empleado para la obtencién de leche en polvo,
cuyo aspecto, composicién y estructura fisico-quimica son variables dependiendo de las
condiciones durante su preparacién. El producto resultante debe de presentar un humedad del
4% o menos, y mediante este procedimiento se consigue que la leche entera tenga una vida
media de seis meses y si el polvo esta hecho a partir de leche descremada, puede durar hasta

tres afios (Scott, 1989).
2.5.4.1. Procedimientos de deshidratacién
Pueden diferenciarse los siguientes:

- Método de los cilindros o rodillos o procedimiento Just-Hatmaker

- Método de nebulizacién o spray

MProcedimiento de Just-Hatmaker.- _
El aparato de deshidrataciéon lleva dos cilindros muy préximos entre si calentados
inferiormente por vapor que giran lentamente en sentido inverso. La leche cae entre los dos
cilindros y se reparte uniformemente por sus dos superficies. La deshidratacién es muy rapida
y la leche forma una pelicula que desprende una cuchilla por raspado. El vapor de agua es
aspirado por una campana situada encima de los cilindros. En este procedimiento, el
tratamiento térmico tan brutal al que se somete la leche modifica la estructura fisico-quimica
de la misma, por lo que es preferible obtener leche en polvo mediante el procedimiento de

nebulizacion.

Procedimiento de la nebulizacion.-
Consiste en pulverizar muy finamente la leche hasta que forme una niebla en el interior de
una vasta camara barrida por una corriente de aire caliente. La deshidratacién es instantanea

y la leche en polvo cae en la parte inferior de la cAmara. Por la camara circula una corriente

88



Revisién Bibliogrifica

de aire filtrado a una temperatura préxima a los 150-160°C. Esta corriente pasa cerca del
dispositivo de pulverizacion de la leche. Ademas existe un movimiento turbutento que facilita
el descenso del polvo a la base de la camara, por cuyo orificio de salida es aspirada una

mezcla de aire y polvo.
El método de desecado por congelacion, es una alternativa cara (Scott, 1989).

Desde el punto de vista técnico, la leche resultante estd estructuralmente -poco
modificada. Dada la extrema finura de las gotitas pulverizadas en la camara, la desecacion es

muy rapida y el calentamiento de la leche es limitado por la vaporizacidn casi instantanea del

agua.

Elr embalaje y la conservacion del polvo plantean dificiles problemas. El peligro de
enranciamiento subsiste a pesar de la pasteurizacion a alta temperatura. Por otra parte, la
oxidacion de la grasa puede producirse bajo la influencia de ciertos factores: luz, calor, acidez,
presencia de metales catalizadores (hierro y sobre todo cobre) y presencia de oxigeno. Este
ultimo es ¢l mas importante y hoy se ha generalizado el envasado en una atmdsfera de

nitrogeno o de gas carbonico.

2.5.4.2. Efectos de 1a deshidrataciéon de la leche sobre el valor nutritivo de

la leche

En la bibliografia se ha descrito distintos resultados en cuanto a los efectos de la
deshidratacidn sobre el valor nutritivo de la leche (Fellows, 1988), estas variaciones se pueden
atribuir a la variedad de los procesos de preparacién, la temperatura y el tiempo de secado,
y a las condiciones de almacenamiento. Uno de los componentes de la leche mas afectado son
las proteinas solubles, estas se desnaturalizan en mayor o menor grado segtin la intensidad y
duracién de los tratamientos térmicos que sufren a lo largo de la fabricacién. Teniendo en

cuanta la multiplicidad de los tratamientos, es dificil evitar completamente la
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desnaturalizacién. Sin embargo, en la preparacién de las leches en polvo llamadas de baja
temperatura, que presentan un contenido minimo de un no debe afectar a mas del 10% de
las proteinas soluble, En el caso de la fabricacion de leches en polvo de alto calentamiento
se desnaturalizan practicamente la totalidad de estas proteinas mediante un calentamiento
apropiado (90°C-15 a 20 min). Al mismo tiempo, €l polvo se enriquece en grupos sulfidrilos,
capaces de proteger la materia grasa contra la oxidacién. La caseina es poco sensible al calor,
en cambio las micelas de fosfocaseinato si lo son. Por lo tanto, es conveniente utilizar
temperaturas tan bajas como sea posible cuando se desea preparar un polvo de buena

reconstitucion.

Mediante el tratamiento por rodillos se obtiene un producto que no es ficilmente
soluble. Las proteinas séricas quedan desnaturalizadas y puede producirse pardeamiento por
la reaccion de Maillard. Con ¢l método de deshidratacién en spray la desnaturalizacion
proteica se reduce, como ya se ha indicado, y sdlo se produce un pardeamiento ligero y algo

de coalenscencia de los globulos de grasa.

El estado de la materia grasa en el polvo es un factor muy importante para apreciar
la calidad del producto. Es necesario evitar cualquier alteracién del globulo graso que
conduzca a la liberacion de la grasa libre. La leche en polvo Hatmaker presenta siempre una
importante desestabilizacidn de la fase grasa debido a la explosién de los glébulos grasos al
entrar en contacto con los cilindros calefactores. En la leche entera los glébulos de grasa
presentan coalescencia. Este fendmeno no se observa en la desecacién por atomizacion.
Ademas, en este caso, previamente se pulveriza la fase grasa de la leche mediante una

enérgica homogeneizacién para obtener en el polvo una fina reparticién de los glébulos,

En el caso de la leche en polvo descremada cuyo contenido en grasa es muy bajo, las
cantidades de vitaminas liposolubles son también muy pequefios; sin embargo, estas leches
normalmente se suplementan con vitaminas A y D, hasta concentraciones semejantes a las
presentes en la leche entera. Por ¢l contrario, el contenido de vitaminas hidrosolubles en la

leche en polvo descremada reconstituida es muy similar al de la leche original (Scott, 1989).
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Por ultimo, la cantidad de agua que permanece en el polvo es un factor importante
para su conservacién. Cuando es superior al 5% se empieza a producir la cristalizacién de la
lactosa, con la serie de transformaciones que la acompafian: malos olores, coagulacion,
aumento de la acidez, disminucién de la solubilidad, la reaccién de Maillard, etc. Sin
embargo, si el polvo se almacena en un paquete herméticamente cerrado y en un ambiente frio
la reaccidn de Maillard se reduce al minimo. El contenido de lisina es relativamente estable
hasta un afio de almacenamiento en condiciones de baja humedad y temperatura de 37°C
(Rolls y Porter, 1973; Womack y Holsinger, 1979). Del mismo modo, no parece que en estas
condiciones haya pérdidas significativas en la calidad proteica y el valor nutritivo. No
obstante, las vitaminas en la leche en polvo almacenada en condiciones desfavorables son
bastante vulnerables y su destruccién también parece estar vinculada a el a la formacién de
productos avanzados de la reaccién de Maillard procedentes de la degradacién de la lactulosil-
lisina. Se ha demostrado que las vitaminas y los grupos amino libres pueden reaccionar con
la lactosa directamente, formando compuestos inactivos desde el punto de vista biolégico
(Ford y col , 1983).

Los estudios llevados a cabo por Scoft y Bishop, (1986) en la leche en polvo
descremada demostraron que bajo condiciones adecuadas de envasado y almacenamiento, el
efecto sobre el contenido de vitaminas es practicamente nulo en su fecha de venta. Por el
contrario, el alto contenido de grasa de la leche entera en polvo hace que sea susceptible a
oxidacion, con la subsiguiente descomposicién de los productos de oxidacién y produccién
de compuestos responsables del mal sabor (compuestos carbonilos, lactonas, aldehidos y
metilcetonas). Sin embargo, parece que si el almacenamiento se efectia en condiciones
adecuadas la concentracion de cetonas en la leche reconstituida que era inferior al umbral de
sabor y no es suficiente para provocar un rechazo por mal sabor para su deteccion por

palatabilidad (Fellows, 1988)..

No obstante, este tratamiento produce grandes cambios en la composicién de

aminodcidos de las proteinas de la leche. La lisina se pierde en un 5% en la leche deshidratada
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mediante spray y de un 3 a 15% en la leche sometida al método de cilindros. La
dispombilidad de lisina en el primer método es de un 90 a 92% y en el segundo de un 60 a
95%. Ademés también se han observado pérdidas de cisteina, metionina, treonina, y serina
{Renner, 1983).

El contenido de HMF de la leche deshidratada por el método spray es de 7 umol/100
g y de 12 umol/100 g en el método de rodillos (Renner, 1983).
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2.6. FORMULAS INFANTILES PARA LACTANTES

La superioridad de la leche humana frente a la alimentacion artificial es incuestionable
por motivos nutricionales, inmunolégicos asi como psicolégicos. Las autoridades sanitarias
velan por que ninguna informacion insinue ni haga creer que la alimentacion con biberdn es
equivalente o superior a la lactancia materna. Sin embargo, en aquellos casos en que la
lactancia materna no es suficiente o no es posible, las preparados para lactantes se utilizan
para satisfacer las necesidades nutritivas de los lactantes durante los cuatro o seis primeros

meses de vida.

2.6.1. Tipos y directrices

Entre las reglamentaciones vigentes referidas a formulas infantiles se encuentra la
directiva relativa a los preparados para lactantes y preparados de continuacién de la Comision
de las Comunidades Europeas (91/321/C.E.E.) del 14 de mayo de 1991, recogida en la
legislacidn espafiola en el Real Decreto 1408/1992 del 20 de noviembre (B.O.E. 13/1/1993)
y més recientemente en el Real Decreto 72/1998 del 23 de enero (B.O.E. 4/2/1998). Se
indican los requisitos de composicidn basica de estos productos, definiciones, condiciones de
etiquetado y algunas normativas referentes a su comercializacion, resaltando la importancia
que desempefia la informacién en la eleccién de la alimentacién infantil con el fin de
favorecer y proteger la lactancia materna. Dicha normativa distingue dos tipos de preparados
para lactantes, definidas como a continuacién se indica :
- Preparados para lactantes: "los productos alimenticios destinados a la alimentacién especial
de los lactantes durante los primeros cuatro a seis meses de vida que satisfagan por si mismos
las necesidades nutritivas de esta categoria de personas”.
- Preparados de continuacion: "los productos alimenticios destinados a la alimentacidn especial
de los lactantes de més de cuatro meses de edad que constituyan el principal elemento liguido

de una dieta progresivamente diversificada de esta categoria de personas".

Asi mismo, la Sociedad Europea de Gastroenterologia y Nutricién Pediatrica
(ESPGAN) diferencia entre formulas de inicio, para los primeros cuatro a seis meses de vida,
y formulas de continuacién, a partir de esta edad. Sin embargo, la Asociaciéon Americana de

Pediatria (AAP) sélo contempla un unico producto que denomina férmula infantil. El Codex
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Pediatria (AAP) s6lo contempla un unico producto que denomina férmula infantil. El Codex
Alimentarius (volumen 4, 1994) de la FAO y la OMS, define una tinica formula para lactantes

y entiende por lactantes a nifios no mayores de doce meses de edad.

Ademas de los dos tipos de férmulas indicadas, se han desarrollado otras especiales
para nifios prematuros o de bajo peso al nacer, intolerantes a las proteinas o a la lactosa de
la leche, con malabsorcién de grasas, con reflujo gastroesofagico, enriquecidas con hierro ete.

Respecto al etiquetado, la primera de las citadas normativas sefiala que los preparados
para lactantes son adecuados para el nifio desde su nacimiento pero que a partir de los cuatro
meses solo deben ser parte de una dieta diversificada, refiriéndose en particular a las
necesidades de hierro que no quedan cubiertas. Aparece la composicion, expresada como la
cantidad media de los macronutrientes, cada sustancia mineral y vitamina por cada 100
mililitros del producto listo para el consumo, asi como las instrucciones relativas a la
preparacién del producto para conseguir una correcta alimentacién en el caso de que la
férmula sea en polvo, y una advertencia sobre los riesgos para la salud que resultan de una
preparacion inadecuada. A pesar de ello, no existe ninguna indicacién concreta sobre como

ilevar a cabo el calentamiento domeéstico.

En los Anexos de la misma figuran las fuentes proteicas y otros ingredientes
alimenticios, cuya adecuacion para la alimentacion especial de los lactantes desde el
nacimiento ha sido determinada mediante datos cientificos generalmente aceptados.
Atendiendo a la fuente proteica, se diferencian proteinas elaboradas a partir de proteinas de
la leche de vaca, sin modificar o bien modificadas (altefacién de la proporcién ﬁroteinas del
suero:caseina) y preparados elaborados a partir de soja unicamente o de una mezcla con
proteinas de la leche de vaca. La denominacion "Leche para lactantes" y "Leche de
continuacidn" queda restringida a los alimentos elaborados totalmente a partir de las proteinas
de la leche de vaca. En todos los casos se permite la adicién de aminoécidos para mejorar el
valor nutritivo de las proteinas y tinicamente en la proporcion necesaria para este fin, Cuando
la relacidn proteinas del suero:caseina, que en la leche de vaca es de 50:50, es rebajada para

aproximarse a la leche humana, se hace a expensas de afiadir suero desmineralizado. En los
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preparados de continuacién no se procede a dicho ajuste, ya que en la leche materna se

observa un incremento progresivo de la relacidn caseina:proteinas de suero.

Debido a que esta tesis se ha realizado utilizando como material exclusivamente
preparados para lactantes, en la cuadro 1 se halla resumida la composicion bésica (valor
minimo y maximo) de dichos preparados cuando se reconstituyen de acuerdo con las
instrucciones del fabricante expresados en g/100 g segun la directiva 91/321/CEE y en g/100

kilojulios disponibles de acuerdo con el Codex Alimentarius, 1994:

Cuadro 1.
Minimos-Maximo Minimos-Méximo

Energia:

250-315
Proteinas: 043*
Leche vaca sin modificar 0.56-0.7
Leche de vaca modificada 0.45-0.7
Soja Unicamente o mezclada leche vaca 0.56-0.7
Lipidos: 0.8-1.5

0.8-1.5
Acido laurico hasta 15% total materia
Acido miristico ) hasta 15% total materia
Acido linoleico 76-285 70
Carbohidratos:

1.7-3.4
Lactosa 0.85-S.E.
Sacarosa hasta 20% total
Almidén pretostado o gelatinizado SE-2
Sustancias minerales:
Sodio (mg) 20-60 5-15
Potasio {mg) 60-145 20-50
Cloro {mg) 50-125 14-35
Calcio (mg) 50-S.E. i2-S.E.
Fésforo (mg) 25-90 6-5.E.
Magnesio (mg) 5-15 1.4-5.E.
Hierro {mg) 0.5-1.5 0.25-S.E.
Zinc (mg) 0.5-1.5 - 0.12-8.E.
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Yodo (ug) 5SE. - 12-5E
Soja o mezcla leche vaca

Hierro 1-2 0.25-S.E.
Zine (0.75-24 0.12-S.E.
Vitaminas:

A (UL) 60-180 60-120
D 1-2.5 10-25
Tiamina 40-S.E. 10pg-S.E.
Riboflavina i 60-S.E. 14ug-S.E.
Nicotinamida ' 250-S.E. 60pg-S.E.
Acido pantoténico 300-S.E. T0ug-S.E.
B, 35-SE. 9ug-S.E.
Biotina 1.5-S.E. 0.4-SE.
Acido félico 4.5.E. ipg-SE.
B, 0.1-SE. 0.04ug-S.E.
C 8-S.E. 1.9mg-S.E.
K 4-SE. 1ug-S.E.
E 0.5/g de AG poliinsaturado-- 0.7U.1/g**

* La calidad de 12 proteina no serd inferior al 85% de la caseina, **referido a g de dcido linoléico; S.E. : sin especificat.

Todas las citadas directivas sefialan la superioridad de la lactancia materna, que el
producto ha de utilizarse por consejo de personas cualificadas, y que no estan permitidas
iméagenes o textos que idealicen el uso de estos preparados. Por 1ltimo, velan por el material
informativo y educativo destinado a las mujeres embarazadas, para que aclare las ventajas y
superioridad de la lactancia materna, asi como la preparacidn y persecucién de la misma, el
posible efecto negativo sobre la lactancia materna de la alimentacién parcial con biberén, la
dificultad de rectificar la decisién de no amamantar y una serie de indicaciones sobre la
manipulacién y utilizacién correcta de estos alimentos destinados a un colectivo tan

vulnerable.

Las formulas infantiles en polvo y las férmulas concentradas deben reconstituirse
correctamente antes de ofrecérselas al bebé. La densidad energética indicada por el fabricante
se consigue afiadiendo el numero prescrito de cucharillaé de la férmula en polvo a un
determinado volumen de agua o diluyendo la formula infantil concentrada en la misma

cantidad de agua. Sin embargo, son escasos los estudios realizados sobre la densidad
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energética de las férmulas preparadas en casa. Una persona con experiencia pondria en la
cucharilla la cantidad prevista, con un error de un 5%, pero éste seria de un 10% si carece de
experiencia (Mettler, 1982). Por tanto, las diferencias en densidad energética de un sustitutivo
de leche materna pueden ser debidas a una hipo o hiperdilucién intencionada. Se ha sefialado
que una dilucién excesiva es frecuente en paises no industrializados (Jelliffe y Jelliffe, 1978;
McComaas, 1988; Veraldi, 1988) y en familias con bajo nivel adquisitivo en paises
industrializados (McJunkin y col. 1987), mientras que la tendencia a concentrar los biberones

se da ocasionalmente en paises industrializados.

Al preparar una férmula infantil en forma de liquido concentrado, debe volcarse el
volumen apropiado de concentrado directamente del envase (normalmente lata) al biberdn,
afiadiendo una cantidad igual de agua fria o templada. Cuando se parte de un producto en
polvo, se debe introducir el volumen adecuado de agua en el biberon y seguir después las
indicaciones del fabricante respecto a la cantidad de polvo a aﬁadir. Si no se dispone de un
servicio piiblico de agua controlada, debera utilizarse agua embotellada o hervida, En este caso
es muy importante emplear agua de mineralizacion baja, para no incrementar la carga
osmoética del alimento. Es preferible, preparar un solo biberén cada vez, aunque algunos
fabricantes en sus etiqﬁetas sefialan como preparar el volumen necesario para todo el dia.
Preparada la férmula infantil debe ser consumida en seguida o refrigerada hasta el momento
de su empleo. Una vez abierta la lata de férmula infantil en forma de liquido concentrado
debe ser conservada en un lugar seco, de preferencia en una nevera, y la lata de polvo debe

mantenerse perfectamente cerrada (Fomon, 1995).

Los fabricantes de féormulas infantiles para lactantes han acumulado datos sobre los
maérgenes de pérdidas a prever para diferentes nutrientes durante el procedimiento especifico
de manufactura, y es preciso ajustar su composicion inicial para compensar esas pérdidas. Tras
el envasado de una leche artificial, la concentracién de la mayoria de los nutrientes se
mantiene inalterada. Sin embargo, para algunos de ellos disminuye lentamente con €l tiempo.
Por ejemplo, en la forma liquida concentrada, la pérdida de vitaminas A y C tras su

procesamiento y envasado es de escasa cuantia, mientras que si se pierde una parte apreciable
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de las mismas en las férmulas en polvo, debido a la inevitable cantidad de oxigeno presente
en el envase (Cook, 1989). Se ha descrito que el contenido de hierro de una férmula infantil
liquida no disminuye durante el periodo de vigencia del producto, pero, debido a la lixiviacién

del hierro del envase, su cantidad puede aumentar hasta 2 mg/]l {Dallman, 1989).
2.6.2. Composicion nutritiva de las formulas infantiles

La leche materma es aceptada como el alimento ideal para nifios hasta 5 6 6 meses,
pues asegura el crecimiento y desarrollo déptimo (ESPGAN, 1982). Sin embargo, la
composicion de la leche materna varia de madre a madre, de un dia a otro e incluso durante
la toma de forma que se hace muy dificil conocer la concentracién de cada nutriente en la

leche humana.

Teniendo en cuenta que la lactancia matermna es superior, las alternativas que existen
para alimentar a los nifios desempefian un papel muy importante cuando la primera no es
posible, deseada o suficiente. Desde el principio de la historia, la leche de vaca sola y
posteriormente sometida a algunas modificaciones ha sido el principal sustituyente. A finales
del siglo XIX se iniciaron los estudios dirigidos a asemejar la composicion de los preparados
para lactantes a la de la leche humana y hoy en dia el objetivo ya no es mimetizar la
composicion de la leche humana sino conseguir efectos fisiologicos semejantes a los que

producen la lactancia materna (Goedhart y Bindels, 1994).

2.6.2.1. Energia
La densidad energética media de la leche humana madura se toma como referencia
para establecer las necesidades energéticas de los lactantes, y por lo tanto es la guia para
establecer el éontenido energético que deben presentar las férmulas infantiles. El calculo de
este valor se hacia a partir del anélisis de macronutrientes contenidos en la leche humana
extraida por medios mecanicos 0 manualmente, y aplicando el factor de conversién de
Atwater. De esa forma se obtuvo un valor energético de 700 kcal/l (Departamento de Salud

y Seguridad Social, 1977). Sin embargo, seglin Lucas y col. (1990), este método implica una
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sobreestimacion, puesto que la leche obtenida por los métodos indicados presenta mas grasa
que si es extraida por succion. Posteriormente, mediante marcaje con isotdpos se ha hallado
que la leche materna contiene unas 530 kcal/l y 580 kcal/l en la sexta semana y el tercer mes,
respectivamente. Esto significa que los preparados para lactantes presentan un contenido
energetico muy alto y explicaria porqué los nifios alimentados artificialmente experimentan
un incremento de peso més rapido que los que crecen con leche materna (Prentice y col.,
1988). A continuacidn se recogen en el cuadro las recomendaciones energéticas vigentes (Ros,

1998).

Cuadro 2. Recomendaciones Energéticas vigentes (kcal/100 ml)

ESPGAN 64 - 72
CEE 60 - 75
AAP 60 - 80

2.6.2.2. Proteinas

Al aporte de proteinas proporcionado por la leche de mujer es muy bajo, 0.9-1 g/100
ml. Afios atris se sobreestimaba el contenido proteico de la leche humana, pues se incluia en
esta fraccion el nitrégeno no proteico, que constituye entre el 20 y el 25%
del nitrégeno total. Actualmente se acepta que la leche materna contiene 8-10
g de proteina/l (Hambraeus y col, 1978, Harzer y col. 1986). En las 1ltimas
décadas se han disminuido los niveles de proteina de las formulas infantiles
para asemejarlos a los de la leche materna, ya que los nifios que consumian
formula presentaban una concentracién en plasma de wuwrea y determinados
aminodcidos demasiado elevados, lo que indicaba un alto estrés metabdlico
innecesario (Jarvenpdd y col. 1982ab.; Janas y col. 1985). Las
recomendaciones actuales para este macronutriente se indican a continuacion

(tabla 3).
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Cuadro 3. Recomendaciones de proteinas vigentes (g/100 ml)

ESPGAN | 1.2-19
CEE 12-1.8
AAP , 1.2 - 3.1

Por otra parte, en ningun estudio con formulas infantiles con bajos niveles de proteina
se ha conseguido reproducir la concentracién de aminoacidos plasmaticos de nifios
alimentados con leche humana (Picone y col. 1989). Asi, en un ensayo en el que el contenido
de proteina era de 11-13 g/l y variando la relacion caseina:proteinas séricas, los nifios
presentaban un crecimiento y status nutricional proteico parecido al de nifios lactantes
alimentados al pecho, sin embargo sus concentraciones de nitrégeno ureico en sangre y en
orina eran significativamente mas bajas (Riihd y col. 1986a,b; Picone y col. 1989; Lénnerdal
& Chen, 1990). Estos resultados no fueron iguales a los obtenidos por Donovan y Lénnerdal
(1992), tal vez debido a que no emplearon la misma formula que diferia en su contenido no
proteico, debido a lo cual concluyeron que existen otros factores que condicionan los niveles

de aminodacidos.

Segilin Heine y col. (1986) los problemas relacionados con las diferencias en los
aminoacidos plasmaticos entre los lactantes amamantados y aquellos alimentados con férmulas
a base de leche de vaca no se pueden resolver simplemente mediante la eleccion de otras
proporciones entre las proteinas séricas de la leche y la caseina. Una de las opciones para
compensar el bajo valor biolégico del componente proteico de las férmulas podria ser su
enriquecimiento con o-lactoalbimina o aminoicidos libres, que posibilita disminuir la
concentracion proteica de las férmulas infantiles hasta concentraciones mas proximas a las de
Ia leche materna y permite mantener al mismo tiempo un elevado valor bioldgico debido a
la alta concentracidén de aminoéacidos esenciales conseguir rebajar el contenido de proteina de
las férmulas infantiles hasta niveles semejantes a los de la leche humana es importante para

disminuir la carga renal de solutos a la vez que proporciona un balance aminoacidico mas
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seguro y disminuya la posibilidad de hiperaminoacidemia en lactantes inmaduros (Janas, L.M.

y c0l.1987; Jiarvenpdd y col. 1982a; Jirvenpii y col. 1982b)

En Europa (91/321/CEE) se diferencian los preparados elaborados a partir de
proteinas contenidas en la leche de vaca, sin modificar 0 modificada (alteracién de la .
proporcidn proteinas del suero/caseina), o a partir de proteinas de soja unicamente o de una
mezcla con proteinas bovinas; el componente proteico se obtiene a partir de leche desnatada

y caseina hidrolizada (Sarwar y col., 1989).

No obstante, las proporciones son variables, ya que en lo que respecta a la relacién
proteinas de suero:caseina existe mucha controversia y no se llega a establecer un valor
6ptimo, las niveles que hoy en dia recomiendan la ESPGAN, AAP y CEE se reflejan en la
cuadro 4. Por un parte, la relacidn caseina:proteinas séricas disminuye continuamente desde
los primeros dias: 10:90 hasta 45:55 en la leche madura (Harzer y col. 1986; Kunz y
Lénnerdal, 1992). Por otra, se ha demostrado que los indices de crecimiento en nifios
alimentados con formulas en las que predomina la caseina o proteinas séricas apenas difieren
(Harrison y col. 1987; Janas y col. 1987; Lénnerdal y Chian, 1990). Sin embargo, las
formulas en las que las proteinas séricas son mayoritarias, presentan dos ventajas importantes:
facilitan la formacién de un "cuajo" més suave y fino que se traduce en un mayor vaciado
géstrico (Nakai y Li-Chan, 1987) y origina una flora fecal mas parecida a la de los nifios

amamantados (Balmer y col. 1989).

Cuadro 4. Recomendaciones caseina/seroproteinas vigentes (g/100 ml)

ESPGAN 40:60
CEE 50:50
AAP -

L
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Por otro lado, es bien conocido que en la caseina bovina la B-caseina es mayoritaria
mientras que en la caseina humana predomina la a-caseina. Esto afecta al tiempo de transito
intestinal y al vaciado géstrico, como se ha indicado anteriormente, por lo que es de esperar
que este hecho tenga ciertas repercusiones fisioldgicas, incluyendo las derivadas del papel de
la caseina en la absorcién de minerales y la inmunorregulacién (Migliore-Samour y Jollgs,

1988; Daniel y col. 1990).

Las seroproteinas estan formadas fundamentalmente por a-lactoglobulina, lactoferrina
y seroglobulinas. La lactoferrina ademas de ser una subunidad del sistema lactato sintetasa,
posee importantes propiedades relacionadas con la absorcién intestinal del hierro (Davidson
y Lonnerdal, 1988) también presenta actividad bacterioestatica y es capaz de estimular la
proliferacién de la mucosa intestinal (Iyer y Lonnerdal, 1993). Sin embargo, los ensayos
clinicos en nifios alimentados con férmulas infantiles suplementadas con lactoferrina no
siempre han proporcionado resultados coincidentes. Asi, en algunos estudios en los que se
utilizé lactoferrina bovina, el incremento en la absorcidén de hierro no llegd a detectarse
(Fairweater-Tait y col. 1987; Schulz-Lell y col. 1991), bien porque el receptor de la
lactoferrina especifico de la especie (suponiendo que dicho receptor este implicado en el
trasporte de hierro) o porque la composicién de la férmula elegida no fuera la apropiada. Por
el contrario, posteriormente, Chierici y col. (1992) describieron que nifios alimentados con una
formula infantil enriquecida con lactoferrina presentaban niveles de ferritina mas altos que
aquellos que tomaban la férmula control; y Davidson y col. (1994) observaron que la
absorcién de hierro en la leche humana disminuia al eliminar de ella la lactoferrina. Teniendo
en cuenta estos resultados, Iyer y Lonnerdal (1993) indican que la lactoferrina puede
intervenir en el metabolismo del hierro actuando como regulador de la absorcion de-este
elemento cuando los almacenes de hierro son adecuados, o como promotor de su absorcidn

en estados de deficiencia.

La teche materna presenta un alto contenido de L-carnitina, necesaria para ¢l transporte
de los 4cidos grasos de cadena larga y otros acidos organicos a través de la membrana

(Borum, 1987), ya que partir del nacimiento en que el nifio cambia su metabolismo energético
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basado en glucosa, como principal fuente energética, por la grasa. Dado que ¢l recién nacido
tiene reservas limitadas de L-carnitina debe asegurarse un aporte exdgeno, asi se ha observado
que lactantes alimentados con formulas hechas a base de soja (que contienen poca o nada de
carnitina) no fueron capaces de mantener un nivel normal de esta seudovitamina, y
manifestaron cambios bioquimicos subclinicos relacionados con la regulacién de la oxidacién
de acidos grasos en el higado y cetogénesis, hipertrigliceridemia, etc. Sin embargo, se
desconocen las consecuencias fisidlogicas a largo plazo que pueda contraer la no
suplementacién. Es especialmente delicado el caso de los nifios pretérminos que pueden
presentar una deplecién rapida si no son alimentados por via intravenosa con una solucion no

suplementada con este aminoacido (Combs, 1992).

Como ya se ha indicado, la leche humana contiene una cantidad considerable de
componentes nitrogenados no proteicos: aminoédcidos libres, siendo los cuatro mas abundantes
acido glutamico, taurina, alanina y serina, y nucledtidos. Algunos de éstos componentes
nitrogenados participan en la sintesis de aminoacidos no esenciales y otros estan implicados
en el desarrollo del recién nacido, tales como la taurina y los nucleétidos. La taurina, el .
aminoacido libre mas abundante, ha sido ampliamente estudiado, en especial su papel en los
nifios prematuros (Okammoto y col., 1984). Parece que desempefia funciones esenciales dado
su presencia en diversos tejidos, como en el musculo del corazén, la retina y el cerebro. El
bulbo olfatorio presenta niveles particularmente aitos de este aminoécido, asi como de acidos
grasos poliinsaturados. También estd implicada en la formacién de acidos biliares y de sus
conjugados, como por ejemplo los que forman con el colesterol. La leche de vaca contiene
un nivel muy bajo de taurina que se pierde durante el procesamiento. Aunque la taurina puede
ser sintetizada a partir de la metionina, y se regula a través de su eliminacién urinaria, esta
via no es suficiente para cubrir las necesidades del nifio que recibe lactancia artificial (Rassin
y col., 1983), haciendo que este aminoacido se considere esencial. Esto también ocurre con
la histidina hasta los seis meses y con la cistina (precursor de la taurina) en el recién nacido,

sobre todo si este es prematuro.
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Diversos trabajos (Tyson y col. 1989; Wasserhess y col., 1993; Zamboni y col. 1993)
indican que la suplementacién de formulas infantiles con taurina tiene efectos en la sintesis
de colesterol, 1a excrecién de acidos biliares, grasas y la absorcién de vitamina D, asi como
en la region auditiva del cerebro en nifios prematuros, aunque no todos los investigadores
opinan que dicha suplementacién deba realizarse (Bijeveld, 1987). A pesar de que no existe
una conviccién absoluta de que la taurina sea un aminoacido esencial, muchas férmulas

comercializadas hoy en dia estan enriquecidas con este aminoécido.

La leche humana contiene cantidades significativas de nucledtidos (Gil y Sanchez-
Medina, 1982; Janes y Picciando, 1982). Se han descrito sus efectos sobre el sistema
gastrointestinal, sobre el crecimiento y funcién hepética en animales (Uauy y col., 1990,
Bustamante y col. 1994; Novak y col., 1994), asi como su influencia sobre el status de acidos
nucleicos en nifios (Gil y col. 1986b y DeLucchi y col. 1987). En algunos trabajos se ha
observado que increrhentan el crecimiento de las bifidobacterias (Gil y Sanchez-Medina,
1982), aunque no en todos los casos (Balmer y col. 1994). Por otro lado, de los ensayos de
Sanchez-Pozo y col. 1994 se desprende que la suplementaciéon con nucledtidos incrementa
significativamente las concentraciones de lipoproteinas plasméticas en mfios prematuros, pero
no en recién nacidos a término. Otro aspecto muy interesante es la propiedad que presentan
los nucleétidos dietéticos de estimular la inmunidad celular en nifios, sin afectar la incidencia
ni severidad de infecciones (Carver y col. 1991). Recientemente se ha descubierto que nifios
alimentados con preparados enriquecidos con nucledtidos que viven en un ambiente
contaminado presentaban menos episodios de diarrea respecto a los que tomaban la formula
equivalente no enriquecida (Brunner y col. 1994), lo que podria estar relacionado con los

efectos beneficiosos sobre el sistema gastrointestinal que se han indicado anteriormente.

Las formulas infantiles enriquecidas con nucléotidos, éstas han sido comercializadas
en Espafia y en Japon durante afios, y después se han introducido en Estados Unidos. Sin
embargo, sobre esta suplementacion también existe controversia y algunos autores indican que
es preciso determinar su eficacia, seguridad, niveles 6ptimos de suplementacién y la poblacién

a la que debe ser dirigida antes de recomendar la suplementacion rutinaria de las férmulas
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infantiles con nucleétidos (Quan y Barness, 1990). En el apartado correspondiente a proteinas
del Codex Alimentarius (1994) no alude a la necesidad de enriquecer las férmulas infantiles

con nucleotidos, pero si se indica que podran afiadirse aminoacidos esenciales.

2.6.2.3. Grasa

La grasa ademas de ser una fuente de energia, aporta acidos grasos esenciales que son
un vehiculo para las vitaminas liposolubles y hormonas. Los lipidos de los alimentos naturales
estan constituidos en su mayor parte por triglicéridos o grasas neutras. Las grasas animales
estan formadas mayoritariamente por acidos grasos saturados, no esenciales, mientras que las
grasas vegetales son ricas en icidos grasos poliinsaturados incluyendo el acido linoleico (18:2,
n6) y el acido linoléncio (18:3, n3) que son precursores de todos los demas y por tanto se

consideran esenciales.

El 98% de los lipidos de la leche de mujer son triglicéridos y su coeficiente de
absorcidn depende del grado de saturacion de los acidos grasos, del tamafio y de la estructura
molecular, absorbiéndose mejor los poliinsaturados, los de cadena corta y los esterificados en

posicién 2 (Hernandez, 1993).

En lo que respecta a este nutriente en los preparados para lactantes, generalmente la
mayoria se obtienen a partir de aceites vegetales o mezclas de éstos con grasa lactea;
posteriormente se les afiade vitaminas y elementos traza (Hurrell, 1989). La grasa de las leches
artificiales mas consumidas en Estados Unidos procede de una mezcla de soja y cacahuete o
de oleina de palma, aceite de soja, aceite de cacahuete y aceite de cartamo rico en acido
oleico. En los preparados para lactantes y formulas pretérmino especialmente enriquecidas en
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, se afiade un extracto de aceite de pescado o de

la yema de huevo,

Los acidos grasos de cadena larga de 20 y 22 atomos de carbono son importantes

componentes estructurales de los fosfolipidos de membrana, particularmente abundantes en
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el sistema nervioso central y en los fotorreceptores de la retina, ademas, son precursores de
eicosanoides (British Nutrition Foundation, 1992). Ei acido docosahexanoico (DHA)
constituye un 0.3% de los lipidos totales de la leche humana madura y el 4cido araquidénico
(AA) un 0.5%. Estos niveles son mas altos en el calostro y leche de madres de prematuros
(Rénneberg y Skara, 1992, Foreman-van Drongelen y col. 1994), por lo cual parece que el
suplemento de acidos grasos de cadena larga es especialmente favorable en este colectivo.
Tanto el ESPGAN (1991) como la Fundacién de Nutricién Britanica recomiendan suplementar

las férmulas para prematuros hasta niveles similares a los de la leche humana.

Los triglicéridos de la leche humana, como se ha apuntado anteriormente, presentan
alta especificidad de posicidon (Martin y col, 1993), especialmente imporfante es el caso del
acido palmitico que constituye el 22% de los lipidos totales; un 70-75% de este 4cido esti
esterificado en la posicion B del glicérido. Sin embargo, el icido palmitico de los aceites
vegetales empleados en la fabricacion de férmulas infantiles esfé esterificado en las
posiciones o (Freeman y col. 1965). Camnielli y col. (1994) evaluaron los efectos de dichas
diferencias estructurales en dos grupos de nifios prematuros. Aunque la absorcién total de
grasa no varid en los nifios alimentados con la férmula que contenia el 4cido palmitico
esterificado en la posicién'B fueron capaces de absorber una mayor cantidad de este acido que
los que consumieron el acido palmitico esterificado en las posiciones a. Ademas, también se

observo que en los primeros la retencién de calcio era mayor (Goedhart y Bindels, 1994).

Filer y col. (1969) también quisieron estudiar la influencia de la estructura de los
triacilgliceroles sobre la absorcién de acitdos grasos, pero en neonatos a términos. El trabajo
reveld que la fdrmula infantil que contenia manteca, rica en acido palmitico esterificado en
posicidn B, facilitaba una mayor absorcion de todos sus acidos grasos, especialmente de acido

palmitico y esteérico.

El colesterol forma parte de las membranas celulares, siendo ademés precursor de
hormonas gonadales y adrenales y de acidos biliares. Mas recientemente se le atribuian

propiedades antioxidantes (Smith, 1996). Es bien conocido que los nifios alimentados con
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leche materna tienen niveles de colesterol total plasmatico y LDL colesterol plasmaético, asi
como una relacién LDL:HDL, mas alta respecto a los nifios que toman férmula infantit
(Jooste y col, 1991, Kallio y col. 1992, Hayes y col. 1992). Estas diferencias son debidas
fundamentalmente a que la leche humana contiene entre 100 y 150 mg/l de colesterol mientras
que este componente no s¢ incluye en los preparados para lactantes. Se desconoce por el
momento e} efecto a largo plazo de la carencia de colesterol en las formulas infantiles, pero
lo 1égica indica que si éstos tratan de mimetizar la leche humana quiza deberian también
aportar colesterol. La regulacion del metabolismo de este lipido durante la infancia es un tema

de gran actualidad (Sanchez-Muniz y col., 1997; Wrong y col., 1993).

2.6.2.4.Hidratos de carbono

La lactosa es €l azicar de la leche de todos los mamiferos; esta formada por glucosa
y galactosa unidas por un enlace (-1-4-glucosidico y constituye el 7-8% de la leche de mujer.
La dextrinomaltosa esta formada por polimeros de glucosa, procedentes de la hidrélisis del
almidén, con bajo peso molecular. Estos dos azicares se utilizan para aumentar el contenido
de hidratos de carbono de la leche de vaca (48 g/L) asemejandolo a la leche de mujer (74 g/L)
también con el objeto de diluir el contenido proteico y mineral, como ya se ha citado
anteriormente. Por otro lado, la presencia de azicar en la leche es responsable de su
osmolaridad, por lo que los disacaridos tienen la ventaja sobre los monosacaridos de

proporcionar doble cantidad de energia con la misma carga osmética.

Cuadro 5. Recomendaciones de hidratos de carbono (g/100 ml)

ESPGAN 5-8
CEE 5-98
AAP 7-84
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Las recomendaciones vigentes para este componente de las férmulas se recogen en el
cuadro 5. La ESPGAN recomienda que los hidratos de carbono se aporten al lactante durante
el primer afio como disacaridos, en forma de lactosa los seis primeros meses, admitiendo la
adicion de dextrimaltosa a partir del cuarto mes. La sacarosa debe quedar excluida durante los

Primeros meses.

El mecanismo por el que la lactosa estimula la absorcién del calcio no esta bien
definido. Parece ser que la hidrélisis relativamente lenta de la lactosa en el intestino delgado
es un factor importante. La lactosa de la leche humana se digiere menos rdpidamente que la
de las leches adaptadas para lactantes (Heine y col. 1977), lo cual podria ser debido a que
cuando este disacarido se encuentra en presencia de concentraciones relativamente elevadas
de iones fosfato (y quiza también sean responsables otros componentes de las leches
artificiales) se transformada de su forma P en a; y la a-lactosa es mas rapidamente
hidrolizada y por esto la lactosa de la leche humana puede resultar méas eficaz para mejorar
la absorcién mineral que la de las férmulas infantiles. Ademés, un mayor porcentaje de lactosa
de la leche humana que de las férmulas artificiales para lactantes puede alcanzar el colon
para proporcionar sustrato al crecimiento de las bacterias biﬁdas. Pahwa y Mathur (1982)
observaron que una preponderancia de flora bifida incrementa la absorcién de diversos
minerales, entre ellos el calcio. Aunque se sabe que la B-lactosa puede convertirse en o-
lactosa durante el procesado de las leches artificiales para lactantes, la posibilidad de que la
lactosa de la leche humana mejore la absorcion mineral mas que la lactosa de los preparados

para lactantes todavia no se ha explorado (Fomon, 1995).

La glandula mamaria también sintetiza oligosacaridos. Se han identificado mas de 100
estructuras de oligosacaridos en la leche humana (Kunz y Rudolff, 1993) que suponen un 27%
del total de hidratos de carbono en el calostro, disminuyendo hasta un 19% en el dia 30 y
hasta un 15 - 16% en el dia 60.

Los oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina estimulan el crecimiento de las

bifidobacterias. Otra posible funcion de los oligosacaridos de la leche humana es aportar acido
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sialico al lactante. Las especies mamiferas tiene capacidad de sintetizar acido sialico a partir
de azicares simples y fosfoenolpiruvato, pero esta capacidad de sintesis no se conoce bien en
neonatos (Carlson, 1985). Las férmulas infantiles en las que predominan las proteinas séricas
y las caseinas contienen respectivamente 50-70 y 10-30 mg/1 de oligosacaridos derivados de

acido sialico,

El aporte de fibra no es necesaria en nifios menores de un afio dado su alto volumen
para un escaso valor calérico, que podria conducir a malnutricién ademas ha sido ampliamente

descrito que la fibra perjudica la absorcién de algunos minerales (Hemandez, 1993).
2.6.2.5.Minerales

Los elementos minerales se encuentran en concentraciones mucho mas altas en la leche
de vaca que en la de mujer (0.7 g/100ml frente a 0.2 g/100ml} por lo que es necesario reducir
su contenido para evitar una sobrecarga en las formulas sobre todo de sodio y fosfatos. Afios
atrds dicha reduccidn se realizaba afiadiendo carbohidratos a la leche de vaca pero esto tenia
el inconveniente de que también se reducia la concentracion de otros nutrientes indispensables
y ademas se habian elevado excesivamente los hidratos de carbono. Posteriormente, se han
ido desarrollando técnicas de desmineralizacion y fraccionamiento de los componentes de la
leche. En la actualidad la elaboracion de formulas infantiles se lleva a cabo partiendo de leche

descremada a la que se le afiade caseina hidrolizada, suero, sales minerales y vitaminas.

Para ajustar la carga de minerales de la formula infantil el suero, que se obtiene en la
fabricacion del queso, se desmineraliza aplicando técnicas como el intercambio idnico con
resinas, electrodialisis, ultrafiltracion, dsmosis inversa e incluso filtracién con gases. Con el

. intercambio idnico se pierden proteinas, nitrégeno no proteico, acidos organicos y elementos
traza (de Boer y Robbertsen, 1981; Jonsson y Olson, 1981, Nestlé 1985 pagina 253, libro
blance). Con la electrodialisis el potasio, sodio y cloro pueden reducirse hasta en un 90%, sm
embargo, la pérdida de calcio, magnesio y fosfatos no superan un 50% (de Boer y Robbertsen,

.1981). También se producen pequefias pérdidas de nitrégeno no proteico, acidos organicos y
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elementos traza, pero al final de ambos métodos el contenido de minerales se ajusta
reemplazando aquellos que han sido eliminados y que son necesarios para el nifio. Por tltimo,
el suero que se obtiene tras los pasos anteriores se deshidrata o se mezcla directamente con

leche entera o descremada.

Pero no solamente es preciso tener en cuenta las cantidades de los distintos elementos
a la hora de confeccionar una férmula infantil, sino que estas tienen que ser biodisponibles.
Por ejemplo, el fosforo presente en las leches fabricadas a base de proteinas de soja aisladas
tiene baja disponibilidad; esto se compensa afiadiendo una cantidad generosa de fosforo, lo
cual obliga a mantener una concentracion relativamente elevada de calcio, para mantener el

indice calcio/fosforo.

Es bien sabido que el calcio y el fosforo de la leche materna se absorbe mejor que si
proviene de las férmulas infantiles (Fomon et al., 1963). Este hecho se compensa aumentando
las concentraciones de ambos minerales, en el caso del calcio hasta 530 mg/] frente a 300mg/i

en la leche materna.

Las normativas de la ESPGAN, CEE y AAP coinciden en recomendar una relacién
Ca/P de 1,2-2 para formulas infantiles, también Hurell y col., (1989) considera que dicho
rango el optimo. En la leche materna dicha relacién es mayor (en el calostro) o igual a 2
(leche de transicion o madura) (Harzer y col., 1986; Pajarén y col., 1995). En la leche (ic vaca
esta relacion es menor, situdndose en 1.2-1.3;1 (George y Lebenthal, 1981; Hurrell y col,,
1989, Renner y col., 1989). Las férmulas de hoy en dia se ajustan a una relacion de 1.5:1 6
2:1. La absorcién de calcio disminuye en presencia de concentraciones altas de P debido a que

se forma fosfato célcico insoluble (Widdowson, 1965; Barltrop y col. 1977).

Se ha demostrado que la absorcidn de Ca no depende unicamente del contenido de
fosforo, sino también del de lactosa y vitamina D (Tsang et al., 1977; DeLuca, 1980). Ziegler
y Fomon (1983), confirmaron que la lactosa, asi como una mezcla de sacarosa € hidrolizado

de almidén, potencia la absorcién de calcio, y ademas la de magnesio y manganesio, en
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féormulas infantiles. En presencia de lactosa, la absorciéon de calcio aumentd un 50% vy la de
magnesio un 20%. También la retencién de fosforo se incrementd un 10%. Se cuida de que
todos estos factores positivos ejerzan su influencia en los bebes alimentados con sustitutivos

de teche materna.

Otro factor importante a considerar es la distribucién del calcio en la férmula infantil,
se estima que un 55% del Ca de una féormula infantil elaborada a partir de leche de vaca y
suero desmineralizdo procede de la leche, y de ésta fraccién, un 12% estd unido a la caseina,
de modo que todo el calcio restante procede de sales de calcio afiadidas, normalmente citrato
calcico y fosfato célcico. En este punto los preparados para lactantes y de continuacién
difieren sustancialmente de la leche materna que presenta un 40% del calcio total unido a

proteinas séricas (Fransson y Lonnerdal, 1983).

A semejanza del calcio, el magnesio de los preparados para lactantes es menos
disponible que ¢l de la leche de mujer, por lo tanto las RDA correspondientes a este mineral
son de 50 mg al dia durante los seis primeros meses aunque la leche materna tan solo aporta
entre 18 y 28 mg/dia. La leche de vaca contiene tres veces mas magnesio que la leche humana
por lo que también es preciso ajustar el contenido de este mineral. Se ha indicado que la
fuente de magnesio no afecta su absorcién (Lénnerdal y col, 1993) sin embargo otros estudios
sehalan diferencias en la absorcién dependiendo de 1a fuente de este mineral (Lindberg y col.,
1990; Fine y col., 1991).

Como ya ha sido indicado en la introduccion, existen dos tipos de factores que
influencian la biodisponibilidad mineral: los exogenos, entre ellos los constituyentes dietéticos,
los efectos derivados del procesamiento y los enddgenos relacionadas con cada individuo. Los
factores primeros contemplan "la disponibilidad para ser absorbido" y dependeran de la mezcla
precisa de compuestos que afecta a la especie quimica o que forma un complejo con el
mineral en el tracto intestinal. En este sentido la leche, como punto de partida de elaboracién
de las formulas infantiles, es un liquido complejo rico en nutrientes y en componentes no

nutritivos cuya composicion no €s constante. Ademas de las diferencias en concentracion entre
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la leche de vaca y la de mujer la estructura de las fracciones de la leche es distinta, existen
factores no-nutricionales que contiene la leche materna que estan ausentes o en cantidades
muy pequeiias en la leche de vaca y que por lo tanto no van a estar presentes en las férmulas
mfantiles. Todas estas diferencias afectan a la digestibilidad y absorcidn de los nutrientes y

en definitiva a la biodisponibilidad de los micronutrientes.

En general, se puede decir que los elementos traza de las formulas infantiles son
menos disponibles frente a los de la leche materna. Por esto, como medida preventiva para
asegurar una nutricién adecuada es necesario aumentar la concentracion de estos componentes
muy por encima de su contenido en la leche de mujer. A menudo las formulas infantiles
presentan un mayor contenido de elementos traza que el que indica la etiqueta (Hurrell, 1989)
y ademaés no se tiene en cuenta el contenido de minerales del agua que se emplea en su
reconstitucién. Picciano (1985) ha publicado una tabla que recoge la composicion de la leche

mujer y el de las férmulas liquidas americanas.

Cuadro 6.

Elemento traza

Leche madura de mujer
{por litro)

Férmula infantil (por litro}

Hierro (mg) 0.1-1.6 1.1-17
Cinc(mg) 0.14-4 3.7-12
Yodo (pg) - 30-70 30-150
Cobre (ug) 90-630 500-2000
Manganeso (jg) 1.9-27.5 70-2000

Las formulas especiales para prematuros estan atin mas enriquecidas puesto que estos
nifios nacen con un almacén de minerales en el higado muy pequefio en comparacién con los
nifios a término, debido a que el principal ciimulo se produce durante los tres ditimos meses
de embarazo. '
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El amplio margen que presenta el hierro en cuadro 6 se debe a que la ESPGAN (1977)
no considera preciso enriquecer las formulas con hierro antes de los tres meses, con lo cual
las formulas infantiles americanas presentan un contenido de 12 mg/L y las europeas de 5-8
mg/L. Sin embargo, la biodisponibilidad del hierro de una férmula infantil es menor que la
del de la leche humana habiéndose estimado la absorcién en 5-10% y 50%, respectivamente
(Saarinen y col., 1977; McMillan y col. 1977). La lactoferrina que estid presente en altas
concentraciones en la leche humana parece ser la responsable de e¢sa elevada absorcidn del
hierro. No obstante, parece que intervienen otros factores, ya que al calentar la leche humana
esta proteina se destruye en gran medida y sin embargo la absorcion de hierro permanece alta
(McMillan y col, 1976).

La leche de vaca es una fuente muy escasa de hierro, nifios alimentados con esta leche
a partir de los 6 meses hasta los 12 disponen d¢ unas reservas escasas de este mineral e
incluso pueden presentar una deficiencia que no se plantea en los nifios alimentados con una
férmula infantil durante el mismo periodo (Ziegler, 1989). Existe acuerdo undnime sobre los
peligros de la alimentacién de bebés menores de un afio con leche de vaca (Wharf y col.
1997; Dallman, 1990; Vaquero, 1998).

Los principales inhibidores del hierro no hemo son el calcio, determinadas proteinas,
el fitato, el manganeso algunos polifenoles (Fomon, 1995). El cuadro 7 contempla dos de
estos inhibidores, asi como las cantidades en que son aportadas por leches naturales y
adaptadas.

Cuadro 7. Cantidades en que son aportadas inhibidores del hierro no hemo en leches de vaca

y preparados para lactantes (Fomon, 1995)

Caleio Proteinas
mg/ml Ingesta (mg) g/dl Ingesta (g)
_F. I. leche vaca 47 85 1.5 2.7
Leche entera vaca 115 207 3.2 5.8
Leche 2% 130 234 3.5 6.3
¥"Todos 10s valores corresponden a una toma de 180 ml.
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Una proporcién relativamente alta del hierro de la leche de vaca est4 unido a la caseina
(Hegenauer y col., 1979; Lonnerdal, 1990). Probablemente esta unién interfiera en la
absorcién del metal, ya que Hurrell y col. (1989; 1990) observaron que la hidrélisis de la
caseina y de las proteinas séricas disminuia el efecto inhibidor y ademas, el elevado contenido
de calcio de la leche de vaca también contribuye a reducir la absorcién del metal (Dallman,
1990).

Desde que Walravens y Hambridge (1976) observaron que férmulas enriquecidas en
Zn inducian un mayor crecimiento en nifios de 6 meses de edad, se han incrementado los
niveles de este mineral en estos alimentos. El Zn de los preparados para lactantes también
presenta una menor biodisponibilidad que el de la leche de mujer. Ademas, Cousins y Smith
(1980) han indicado que una alta concentracién de proteina en las férmulas inhibe la
absorcion de Zn, y Hurrell (1989) sugiere que concentraciones altas de hierro también pueden

producir este efecto negativo.

El zinc de la leche humana esta fundamentalmente en la fraccion sérica, y cantidades
menores se encuentran en la grasa y en la caseina, mientras que en la leche de vaca, casi todo
esta unido a la caseina, resultando las féormulas infantiles con una distribucidn del zinc mas
similar a la de la leche de vaca (Sandstrém y col., 1983). Existen dos teorias que explican la
mayor biodisponibilidad de zinc de la leche humana respecto a la de vaca: 1) La unién de una
parte importante de Zn a un ligando de bajo peso molecular (quiza citrato) puede facilitar su
transporte a través del tracto gastrointestinal o puede evitar que sea secuestrado por otras
sustancias que reducirian su disponibilidad (Hurley y col. 1977; Eckhert y col.,, 1977) 2) La
unién de una fraccién importante del zinc de la leche vaca a la caseina (que esta presente en
una concentracién 10 veces mayor que en la leche de mujer (Hambreus, 1977) puede hacer
que este elemento quede atrapado en el cuajo de la caseina, en el estdmago, y que no llegue
a digerirse por completo en el intestino delgado, y como consecuencia una parte considerable
seria disponible para su absorcién (Blakeborough y col. 1983, 1986; Harzer v Kauer, 1982;
Lénnerdal, y col., 1980).
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Alegria y col. (1997) estudiaron la disponibilidad de zinc en férmulas infantiles
suplementadas con distintas sales de zinc y obtuvieron los mejores valores de la dializabilidad
con gluconato y oxido de zinc en férmulas elaboradas a partir de productos lacteos respecio
a los productos de soja. En las formulas infantiles a base de proteina de soja puede tener
cierta relevancia la concentracion de fitatos, un potente inhibidor de este mineral (Sandstrém,
1997), a pesar de que el calcio y el fitato forman un complejo muy poco estable, diversos
estudios apuntan a que el factor principal que determina la solubilidad del fitato, e
indirectamente la del zinc, en el lumen intestinal es la relacion entre el calcio dietético y el

fitato,

La "digestién intestinal” dptima de cationes se da cuando la relacién metal:fitato es
muy baja o muy alta (Graf, 1983). Esta hipétesis estd estrechamente relacionada con el
concepto "medio catidnico total” desarrollada por Byrd y Matrone (1965) para la
disponibilidad mineral, segin el cual la capacidad que un cierto mineral tiene de entrar en su
via de absorcién dentro del epiteleo mucoso, o bien de interaccionar con determinados
componentes de la dieta (favoreciéndose o inhibiendose su absorcion), depende de la
concentracidn en que se encuentren presentes en el lumen los otros cationes que pueden
competir por la misma ruta de absorcién o interaccionar con ¢l mismo compuesto dietético.
Es interesante destacar que el zinc y el hierro compiten por los mismos lugares de absorcién '
en la mucosa intestinal (Solomons y Jacob, 1981; Solomons y col., 1983). Una relacién de
hierro:zinc de 2:1 reduce la absorcién de zinc notablemente en humanos. Sin embargo, no se
observo ninglin efecto sobre la absorcidn de zinc cuando se ingeria conjuntamente hierro hemo
con zinc inorganico. Sin embargo, Solomons y Jacob (Solomons y Jacob, 1981) sefialan que
alimentando a bebes con férmulas suplementadas con hierro la absorcién de zinc se puede
deprimir en gran medida. En ensayos con animales se ha visto que otros minerales también
interactian con la utilizacién de zinc, entre éstos esta el calcio, cobre, cadmio, selenio,

molibdeno y mercurio (Davis, 1974; Becker y Hoekstra, 1971; Solomons y col., 1983).

Los nifios nacen con unas considerables reservas de cobre en el higado, sin embargo

nifios prematuros alimentados con férmulas infantiles con un bajo contenido de cobre
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muestran deficiencia de cobre (Al-Rashid y Spangler, 1971; Ashkenazi y col., 1973). y nifios
de seis meses de edad alimentados con leche de vaca y harina de maiz mostraron deficiencias
de este elemento (Naveh y col. 1981). La concentracién de cobre en la leche humana oscila
entre 90 y 600 pg/L, sin embargo las férmulas, especialmente las preférmino, contienen mas:
500-2000 ng/L las formulas americanas y 75-300 pg/L las europeas. Se sabe poco en lo que
respecta a la biodisponibilidad de este mineral. Haschke y col., 1986) observaron que la
absorcién de cobre disminuye en lactantes cuando se les administra altas concentraciones de
hierro y ejerce un efecto negativo altas concentraciones de zinc en determinados mecanismos

(Turnlund, 1994).
2.6.2.6. Yitaminas

Las necesidades de vitaminas fueron establecidas en el Codex Alimentario y no
modificadas por las recomendaciones de la ESPGAN en 1977. El National Research Council
en la 10® edicién de las RDA de 1989, las modifica ligeramente, las publicaciones mas
recientes hablan en términos de valores de referencia dietarias , segin las cuales las

recomendaciones de ingestas de vitaminas diarias vienen dadas por rangos (Powers, 1997).

Las concentraciones de vitaminas de la leche materna se han tomado como criterio
para establecer las ingestas adecuadas para el nifio, sin embargo la leche materna es
deficitaria en vitamina D y vitamina K en los primeros dias (los nivles de ambas estin
estrechamente relacionadas con la ingesta de la madre) en los primeros dias (Fomon, 1995)
y por el contrario la B-caroteno estd presente en cantidades sustanciales en el calostro, 2.13
mg/L en el dia 1 y disminuye notablemente, hasta 0.4 mg/L en el dia 5 (Goedhart y Bindels,
1994), debido a estos cambios de composicion, a la influencia de las estaciones y a las
diferencias de biodisponibilidad de las vitaminas de la leche materna respecto al de las
férmulas el criterio anteriormente indicado parece no estar del todo justificado y seria preciso

tener en cuenta aspectos fisioldgicos (Powers, 1997).
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Como ha sido méas ampliamente tratado en otros capitulas de esta memoria los
micronutrientes aqui tratados son quizd el componente alimenticio més afectado por el
calentamiento, y posteriormente por el almacenamiento, siendo las mas labiles la vitamina
A, Cy la tiamina por ello la mayoria de las vitaminas presentes en las férmulas son afiadidas

durante su elaboracion (Hurrell y col., 1989).

Una férmula adaptada cubre todas las necesidades si el lactante recibe como minimo

750 mi al dia.

2.6.3. Formas de presentacion y efectos nutritivos de los distintos

procesamientos

La manera mas comiin de comercializar los preparados para lactantes es en polvo, que
més tarde deben reconstituirse con agua. Otra forma es como liquido, concentrado o listo para
tomar. El procesamiento industrial que se aplica para la fabricacién de cada uno de estos tipos
no deberia variar los niveles de nutrientes presentes en el producto final, no obstante, esto no
suele ser asi, y por gjemplo en el caso de las vitaminas termolabiles es necesario considerar
las pérdidas que se prodilcen durante el tratamiento térmico y afiadir las cantidades adicionales

durante la elaboracion de la férmula (Hurrell y col., 1989).

Durante la fabricacién de formulas infantiles en polvo, antes de mezclar generalmente
se desmineraliza el componente proteico; este paso implica la pérdida de nutrientes (elementos
traza, vitaminas hidrosolubles, carbohidratos, aminoacidos y pequefios péptidos). La mezcla
se lleva a cabo en forma acuosa en tanques con agitacidn mecénica, a continuacidén se

homogeniza, se concentra por evaporacion y finalmente se pasa a polvo por nebulizacion.

En el caso de las formulas liquidas se pueden esterilizar por calor segin el método
UHT (aproximadamente 150°C durante 3 segundos) y posteriormente se envasa asépticamente
o se esteriliza por el método convencional en el propio envase (10-15 minutos a unos 115°C).

No obstante, los tratamientos térmicos aplicados, tanto para los preparados en polvo, como
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para los liquidos, varian considerablemente, por lo que se patentiza la necesidad de investigar
los efectos del procesamiento sobre la biodisponibilidad de sus aminoacidos y la calidad de
las proteinas, asi como las repercusiones de sus posibles alteraciones sobre otros nutrientes

como los minerales.

Las férmulas infantiles contienen mayores cantidades de proteina que la leche humana
para asegurar que el nifio recibira aportes adecuados de aminoéacidos de una fuente cuya
digestibilidad se supone menor (Lénnerdal y Chen, 1990). Sin embargo, la digestibilidad de
las proteinas sometidas a tratamiento térmico podria ser relativamente elevada, por lo que es
posible que la concentracion de proteinas de las férmulas sea innecesariamente alta. Pero en
este aspecto seria necesario diferenciar entre los distintos tratamientos térmicos aplicados a
las formulas infantiles, segun el informe de una Consulta de Expertos FAO/OMS (1989), los
datos relativos a la calidad y utilidad de las proteinas de los productos lacteos infantiles han
llevado a pensar que los preparados liquidos son quiza de menor calidad que los productos
en polvo de esos mismos fabricantes, posiblemente a causa del mayor calor requerido en el

proceso de elaboracién. Sin embargo, la literatura cientifica sobre este tema es muy escasa.

Experimentos in vivo, en lactantes y en animales de experimentacién, han demostrado
que la digestibilidad de las proteinas es menor en las formulas esterilizadas en su envase que
en los productos en polvo o en los tratados mediante UHT (Keith y Bell, 1988; Sarwar, 1989).
Como la capacidad digestiva de los recién nacidos es relativamente inmadura, con bajos
niveles de secrecién de acido clorhidrico y con limitacién de la actividad de la pepsina y de
los enzimas pancreaticos, algunos productos de reaccion formados durante el procesamiento
pueden ser dificiles de digerir. Ademas, las proteinas y los péptidos no digeridos provenientes
de las férmulas pueden captar minerales traza y de esta forma limitar su absorcion, por
consiguiente conseguir una mayor digestibilidad proteica en las foérmulas infantiles
probablemente producird en los nifios que las toman un incremento en el transporte de

minerales y oligoelementos (Lonnerdal, 1989).
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Sarwar y col. (1989) valoré la digestibilidad de la proteina y aminoacidos de formulas
infantiles liquidas obtenidas por esterilizacién convencional y en polvo a través de un estudio
de balance en ratas destetadas. Sus resultados indicaban que las digestibilidades de la proteina,
lisina, metionina y cisteina en las férmulas liquidas eran hasta un 13% ma4s bajas que las de
su homologo en polve. También encontrd que la eficacia proteica de la forma liquida era un
25% inferior a la del polvo y que los indices de biodisponibilidad de la lisina, metionina y

cistina eran mas bajos en la férmula liquida.

Por lo que respecta a la posible alteracién de los hidratos de carbono durante el
procesamiento que se aplica a las formulas infantiles, la degradacion de la lactosa por
isomerizacién originando lactulosa es cuantitativamente maés importante que a través de la

reaccion de Maillard.

La lactulosa, que ya ha sido tratada, se relaciona con el deterioro del color, gusto y
olor de la leche (Andrews, 1986). A diferencia de otros azicares de la leche no es hidrolizado
y absorbido en el intestino delgado (Dahlqvist y Gryboski, 1965), sino que llega al ciego y

ahi es fermentado por la microflora dando lugar a &cidos y gases, especialmente hidrégeno.

En 1957, Petuely observé que la lactulosa tenia una efecto estimulante sobre ¢l
crecimiento de bifidobacteria de la flora intestinal de los lactantes (Mc Gillivay y col., 1959)
y también le atribuyo propiedades laxantes. Bush (1970) también sefiald que se daba el efecto
laxante siempre que se administrara en cantidad suficiente. Hendrickse y col. (1977) tuvieron
que elevadas dosis de lactulosa producian episodios de diarrea en niftos alimentados con
férmulas infantiles. Afios més tarde, Nagendra y col. (1992), corroboré el crecimiento de
bifidobacterias, y en trabajos posteriores (Nagendra, 1994) indico que la adicién de 0.5 a 1.0%
de lactulosa a férmulas infantiles administradas a ratas no modificé la absorcién ni retencién

de nitrogeno, calcio, fésforo ni hierro.

Se han lievado a cabo pocos estudios sobre la Jactulosa en formuias infantiles. Las

'férmulas esterilizadas son las que presentan un mayor contenido (Hurrell, 1989). Al comparar
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Ja formacion de lactulosa en leche de vaca y férmulas infantiles sometidas a los mismos
tratamientos térmicos, se observa que la conversiéh de lactosa a lactulosa es mayor en los
preparados para lactantes (Hurrell, 1989). Este hecho segtin indica Hurrel! no implica que el
alimento infantil haya sido sometido a un tratamiento mas severo, sino mas bien a su
composicién: parece que ademas del pH, la concentracién de fosfatos y citratos son factores
determinantes en la formacién de lactulosa (Martinez-Castro y col, 1986). En 1977, se halld
una concentracion de lactulosa media de 250 mg/dl en las leches adaptadas en liquido e
indetectable en las férmulas en polvo (Hendrickse, 1977; Hendrickse y col., 1977). En un
estudio ulterior realizado por otros investigadores, la concentracion de lactulosa en férmulas
infantiles liquidas a base de leche oscilaba entre 340 y 442 mg/d] cuando se exponian a 120°C
durante 15 a 20 minutos, y entre 54 y 78 mg/d] cuando se procesaban en biberones de pléstico
a 180°C durante pocos segundos e inmediatamente se enfriaba (Beach y Menzies, 1983). Ya
en esta década Nangpal y col. (1990) indicaron que el contenido de lactulosa era mucho mas
bajo en las formas en polvo que en las liguidas y Rossi y Pompei (1991) describieron que la
lactulosa en férmulas sometidas a UHT (140°C, 24 s) alcanzaba concentraciones de 1020 mg/1
y que este valor se incrementaba hasta 1280 mg/l cuando se sometia a esterilizacidon en

botella.

Ademas, algunos autores han indicado que el almacenamiento de estas formulas
infantiles liquidas, tanto esterilizados convencionalmente como por UHT, puede incrementar

aun mas la concentracién de lactulosa (Bernhart y col., 1965; Vekker, 1988).

El contenido de furosina es generalmente mas alto en las preparaciones en polvo
porque la reaccién de Maillard es més intensa en alimentos con bajo contenido en humedad
(Labuza y Saltmarch, 1981).

En estudios recientes, Henle y col. (1995) observaron que en las férmulas infantiles
se alcanzaban valores de 930-1890 mg de furosina por 100 g de proteina en las formas en

polvo y de 730 a 1250 mg/100 g de proteina en las liquidas.
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Las pérdidas de lisina via la reaccién de Maillard son mayores en las férmulas
adaptadas que en la leche de vaca porque el contenido de lactosa es mayor. Puesto que el
nivel inicial de lisina en las férmulas sin procesaf es de 8.5 g/16 g N en las que predomina
la caseina, y de mas de 9 g/16 g N en las que predominan las proteinas séricas, la
concentracién de lisina que queda tras el procesamiento sigue siendo superior a la que

presenta la leche de mujer (6.7 g/16 g/N) (Hurrell y Finot, 1983).

La reaccién de Maillard en las formas en polvo generalmente no va més alla de la
etapa inicial en la que se forma lactulosil-lisina. Sin embargo, en las formas liquidas la
reaccion puede proseguir a etapas avanzadas. En las formulas especiales que contienen glucosa
en lugar de lactosa esta reaccién tiene mucha mds importancia debido a la mayor reactividad
de este aziicar. También son de considerar las férmulas que contienen proteinas parcialmente
digeridas puesto que los grupos a-amino pueden reaccionar con la lactosa. Se ha sefialado que
la concentracién de lisinoalanina (LAL), que procede de la reaccidon de la lisina con la serina
fosfafo, alcanza en las formulas liquidas UHT concentraciones de 160-370 mg por kg de
proteina cruda y de 410-1030 mg/kg en las férmulas esterilizadas en su envase. Finot (1993)
en ensayos con ratas observo que la ingesta de LAL inducia alteracién renal con citomegalia,

aunque era reversible y no se vio que se produjera en otros animales de experimentacion.

Los estudios realizados en humanos son muy limitados. Fomon y Owen (1962)
indicaron que ¢l crecimiento y el balance de nitrégeno no estaban deprimidos en lactantes a
término alimentados con una férmula infantil a base de leche sobrecalentada. Estudios
posteriores llevados a cabo en nifios prematuros valoraron la pérdida de lisina a través de la
formacién de productos de la reaccion de Maillard y LAL en férmulas infantiles liquidas
esterilizadas mediante UHT y convencionalmente, obteniendo una pérdida de lisina de un
6.2% y 15.6%, respectivamente; la excrecién urinaria de productos de la reaccién de Maillard
era del 1.3% y 3.9% de la cantidad ingerida, respectivamente; y la formacién de LA era de
6.2 a 9.3% en la formula UHT y esterilizada, respectivamente. No obstante, estos valores no
afectaron la excrecién urinaria de microproteinas ni provocaron dafios en el rifidn

(Langhedries y col., 1992).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Disefio experimental

Estudio de los efectos del calentamiento doméstico por microondas frente al tradicional
‘al bafio Maria de varios tipos de leche de vaca y formulas infantiles, y del calentamiento
implicado en el procesamiento industrial de formulas infantiles sobre la biodisponibilidad

mineral.

Dicho estudio se lleva a cabo mediante ensayos de biodisponibilidad in vitro,

empleando dialisis, y otros en rata, mediante técnicas de balance y composicion tisular.
Experimento 1

Estudio de la influencia del calentamiento al bafio Maria o por microondas de la leche

de vaca entera y descremada sobre la biodisponibilidad mineral.
Experimento II

Estudio del efecto del calentamiento al bafio Maria o por microondas de una formula

infantil en polvo y liquida sobre la biodisponibilidad mineral.

Experimento ITI

Estudio del efecto del tratamiento industrial implicado en la preparacion de férmulas

infantiles sobre la biodisponibilidad de los minerales y digestibilidad proteica.
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3.2. EXPERIMENTO 1
3.2.1. Muestras utilizadas

Se emplearon leche de vaca UHT entera y descremada de la misma marca comercial.

El contenido mineral segun analisis se especifica en la tabla 1.

Tabla 1.- Composicion mineral de las leches empleadas segin analisis

CALCIO MAGNESIO FOSFORO HIERRO ZINC COBRE
(mg/100ml)  (mg/100mi) (mg/100m!) (g/100m1) (ug/100ml) {ug/100ml)

Entera 120894073 10.1930.06 102.520.95 65.045.4 405.0045.5 35,0042.8

Descremada 106.2142.00  10.65£0.33 98.610.63 57.547.5 395.0412.5 40.0£5.0

Valores medios + desviacion estindar de seis determinaciones.

3.2.2. Realizacién de los calentamientos
3.2.2.1. Calentamiento al bafio Maria

Se utilizaron dos bafios de agua termostatizados de agua (Selecta Unitronic 320). Las
condiciones de calentamiento se establecieron realizando distintas pruebas para estandarizarlas.
Se dispuso de alicuotas 100 ml de leche en botellas de vidrio que se metieron en el primer
bafio para controlar una temperatura inicial de 25°C, la cual se controld mediante un
termometro de vidrio. Posteriormente la mitad de las botellas se transfirieron a un segundo
bafio hasta alcanzar una temperatura final de 65°C. Se considero el control "no calentado" el

que se mantuvo a 25°C.
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3.2.2.2. Calentamiento al microondas

Se realiz6 en un equipo MDS-2000 (2400 MHz, CEM Corporation, U.S.A.). Se puso
a punto el equipo y también se llevaron a cabo distintas pruebas para estandarizar las
condiciones de calentamiento: se efectuaron calentamientos a distintos tiempos, temperaturas
y potencias del magnetron, se emplearon distintos volumenes de leche en las botellas de
vidrio, variando tanto el nimero de botellas como su posicion en el plato giratorio. Los
ensayos se repitieron varias veces y se fijaron los parametros para que la leche presentara una

temperatura final de 65 £1 °C.

El calentamiento mediante microondas se efectu6 una vez que las
botellas se hallaban a 25°C. Las condiciones de calentamiento fueron:
potencia del magnetrén al 100%, tiempo de 4 minutos y 30 segundos y presion
0. El control de la temperatura se llevd a cabo inmediatamente finalizado el

calentamiento con un termoémetro de vidrio tras removerse ligeramente.
3.2.3. Ensayos de digestion in vitro

Se llevaron a cabo en alicuotas de la leche de vaca entera y descremada: sin calentar,
calentadas al bafioc Maria o al microondas.

La digestidn in vitro y la diélisis de los elementos se realizo siguiendo la técnica de
Miller y col. (1981), modificada por Vaquero y col. {1992). La técnica consta de dos fases:
una de digestidn géstrica y otra de digestion intestinal, las cuales tuvieron una duracion de dos

y tres horas respectivamente.

Para iniciar el proceso de digestion gastrica, se pesaron en un bote de polipropileno
de 250 ml de capacidad, 225 g de cada muestra de leche. El peso de 1a muestra se eligi6é con
el fin de que las concentraciones de los distintos minerales en las tres fracciones resultantes

fueran detectables at final del proceso.
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a) Digestion gdstrica

El pH se ajust6 a 2.0 con HCl 6M y a continuacién se afiadid una solucidn de pepsina,
1.6 g de pepsina (Sigma Chemical Co.; nr 7000, St. Louis, MO) en 10 ml de HCI 0.1M, en
la proporcion 0.5 g de pepsina por 100 g de muestra. Una vez afiadido el enzima gastrico se
incubd en un bafio de agua con una agitacion de 100 oscilaciones por minuto a 37°C durante

dos horas, con objeto de imitar el proceso de digestion géstrica.
b) Determinacion de la acidez

Transcurridas las dos horas de digestion gastrica se pusieron los botes en nevera
durante media hora. La acidez del digerido gastrico se determind tomando aproximadamente
20 g del mismo previa adicion de 0.25 g de la solucién de pancreatina y sales biliares por
gramo de digerido gastrico. Para la valoracion se utiliz6 una solucién de NaOH 0.5M y se
calculd el niimero de equivalentes de NaHCO, necesarios para que el pH de la mezcla fuese
7.5.

c) Digestion intestinal

Se tomaron tres alicuotas de 40 g del digerido gastrico que se colocaron en botes de
plastico de 250 ml de capacidad, en cada uno de los cuales se introdujo un segmento de
membrana de dialisis que permitia un paso maximo de particulas de 12000 A (Bestl nr.
1063F09 Medicell International LTD tamaiio: 9 36/32") y que contenia 50 ml de una solucion
de NaHCO,, cuya concentracién era dependiente de la valoracion de la acidez del digerido
gastrico; los botes se colocaron durante media hora en el bafic a 37°C y a 100 oscilaciones

por minuto.

A continuacién se afiadié a cada uno de los tres botes 10 ml de una soluciéon de
pancreatina y sales biliares: 0.4 g de pancreatina (Sigma Chemical Co., nr. P-1750, St. Louis
MO) y 2.5 g de sales biliares (Sigma Chemical Co., B-8756, St. Louis MQ) en 100 ml
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NaHCO, 0.1M y se incubaron en el bafio de agua durante tres horas. Transcurrida cada hora
de incubacion intestinal se sacaba un bote del bafio, se extraia la membrana de dialisis que
se lavaba exteriormente con agua desionizada, y su contenido se recogia, controldndose el

peso y el pH del dializado y separando alicuotas para la determinaciéon de minerales.

En estos ensayos parecia interesante conocer si los elementos que no atravesaban la
membrana quedaban en forma soluble o precipitados y saber su cuantia, ya que en otros
trabajos observamos indicios de que in vivo algunas formas no dializadas podian absorberse
(Aspe y col., 1992). Por ello, basandose en estos primeros resultados de nuestro grupo,
Aguirre (1996) prepar6é una continuacion del método original que sirvio para estudiar la
fraccion no dializada y cuantificar la porcion soluble e insoluble, como se describe a

continuacion:

La fraccion no dializada se pesaba y se controlaba su pH, a continuacién se
centrifugaba a 1000 g durante 15 minutos, separando por decantacién el no dializado soluble
y el precipitado. Una vez determinado el peso de ambas fracciones se adicionaba agua
desionizada al precipitado, se homogeneizaba y se pesaba repartiendo su contenido en crisoles.

También se tomaban alicuotas _del no dializado soluble en crisoles.

Finalmente porciones de dializado, no dializado soluble y precipitado, se incineraban
en una mufla a 450-500°C y las cenizas obtenidas se disolvian en una mezcla HCYHNO,/H,0
en una proporcion 1/1/1, se diluian adecuadamente y se analizaban Ca, Mg, Fe y Zn por
espectrofotometria de absorcién atomica. El P se determind por fotocolorimetria (AOAC,
1980).

Los resultados se expresan como porcentaje del elemento dializado, no dializado

soluble o precipitado respecto al total presente al final de la digestién gastrica, y como

elemento dializado por 100 ml de leche.
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De utilizd material de plastico y desechable en la medida de lo posible y todo el
material se lavd con HNO,; 10N.

3.2.4. Ensayos in vivo

Se realizaron ensayos biologicos de balance de los minerales: calcio, magnesio,
fosforo, hierro, cobre y zinc, en ratas Wistar de nuestro criadero de 16 dias de edad, con un
peso inicial de 3010,6 g (media £ error standard), procedentes del mismo cruce. Se formaron
3 grupos constituidos por 12 animales, 6 machos y 6 hembras que consumieron como unico
alimento leche de vaca entera no calentada, calentada al bafio Maria o por microondas. Los
animales se alojaron de 6 en 6 en jaulas macrocolon que permiten la recogida por separado
de heces y orina, asi como la cuantificacion de la ingesta. Los animales se situaron en una
camara termorregulada a 22:2°C con una humedad relativa entre el 50-70% y un fotoperiodo

controlado de 12 horas.

Tras un periodo de adaptacién de 24 horas, se procedid durante 6 dias a la
cuantificacién de la ingesta y a la recogida de heces y orina para realizar el balance de

minerales.

La recogida de orina se realizo sobre HCI al 0,5% (v/v). Se filtro a través de papel
Whatman n°41 libre de cenizas, y se diluyé convenientemente con la misma solucién acida,
congelandose posteriormente hasta su analisis. Las heces se desecaron, se pesaron y se

homogenizaron y una parte se incinerd para el analisis mineral.

El ultimo dia, la mitad de los animales de cada grupo se sacrificaron previa anestesia
con Nembutal (pentobarbital sdédico) (Laboratorios Abbott, Madrid) al 30% via intraperitoneal,
en dosis de 0,15ml/100g de peso. En estos animales se procedid a la extraccion de sangre,
mediante canulacion de la cardtida, que se recogid sobre tubos lavados con una solucién acida

(HNO, 10 N} que se centrifugaron a 1000 g para la obtencién de hematies que se congelaron
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para su posterior analisis. También se recogid una pequefia muestra con capilar heparinizado

para realizar la determinacidn del hematocrito

Se separaron higado, bazo y una porcién de piel que se pesaron y se congelaron a -

20°C hasta su analists.

La sangre se centrifugd a 1000 g para la obtencion del suero. Una vez separado éste,
se lavd el coagulo con solucién salina y se centrifugd de nuevo a la misma velocidad,
operacién que se realizd tres veces, para la obtencién de los hematies que, al igual que el

suero, también se congelaron para su posterior analisis

La otra mitad de los animales de cada grupo se sacrificaron mediante dislocacion
cervical y se congelaron enteros a -20°C hasta el momento de la determinaciéon de su

contenido de nitrégeno y minerales.

Se procedio a la digestion acida de estas ratas para lo cual se introdujeron
individualmente en matraces erlenmeyer de 500 ml con 250 ml de HCl 6N alojados en un
bafio de agua termostatizado a 100°C que cuenta con un sistema de refrigeracion acoplado
para mantener los volumenes de los matraces constantes. Cuando la muestra estaba totalmente
digerida se filtro a través de papel Whatman n°® 41 y se aforé a un volumen conocido con

agua desionizada.

Todo el material utilizado en los ensayos in vivo se lavo con detergente enzimatico
"Tergazime" (Alconox) y HCI diluido. En la medida de lo posible se empled material de
plastico de polipropileno. El material quirirgico fue de acero inoxidable.

3.2.4.1. Parametros controlados

- Peso de las ratas en los dias 1, 4 y 6.

131 .



Material y Métodaos

- Ingesta liquida correspondiente a todo el periodo del experimento.
- Eliminaci6n fecal de: calcio, fosforo, magnesio, zinc, hierro y cobre; y urinaria de
calcio, fosforo, magnesio, zinc y hierro.
- Composicion tisular y coi'pora] de minerales:
- Higado: peso, hierro, zinc y cobre.
- Bazo: peso, hierro y zinc.
- Piel: hierro, zinc y cobre.
- Hematies: hierro, zinc y cobre.

- Rata entera: peso, calcio, magnesio, fosforo, hierro, cobre y zinc.
3.2.4.2. Indices utilizados
- Indice hepatosomatico:

1. 7.5 =P80 del higado (g)
"® “Pegp de 1o zata (g

Para el estudio de los balances de minerales se han empleado los sigmientes indices:

A) Absorcion aparente: cantidad ingerida del mineral menos cantidad eliminada por

heces.

Absorbidom Ingeridp - Fecal

B) Utilizacion digestiva del mineral o coeficiente de digestibilidad aparente: porcentaje

absorbido del ingerido.

8/ 7= LI2G67100 - F50a1) 10
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C) Balance o retencion aparente: cantidad absorbida del mineral menos la cantidad

eliminada por orina.

Retenidom (Ingerido - Fecal) - Grina

D) Utilizacién metabolica: porcentaje del mineral retenido respecto del absorbido.

o (Togezido - Fecal) ~ Ozing
SR/A (Tngez i FecaD) x 100

E) Utilizacién nutritiva global: porcentaje del mineral retenido respecte del ingerido.

3.2.4.3. Técnicas analiticas empleadas

En la leche de vaca se llevo a cabo el analisis de minerales. Las muestras se
incineraron a 450-500°C y las cenizas se disolvieron en una mezcla acida (HCI/HNQO,/H,O en
las proporciones 1/1/1) (Suprapur, Merck) diluyendo adecuadamente con agua desionizada
(Mili-Q plus, Ultrapure Water System, Millipore, U.S.A.). Los elementos Ca, Mg, Fe, Zn y
Cu se determinaron mediante espectrofotometria de absorcién atomica (E.A.A.) en un aparato
Perkin-Elmer 1100B (Norwalk, CT, USA). Se adiciond cloruro de lantano al 0,5% a las
muestras y a los estandares de las determinaciones de calcio y magnesio para evitar posibles
interferencias con sulfato y fosfato. El fosforo se cuantificd por colorimetria (A.O.A.C,,
1980). Los estandares o soluciones de calibracién para la determinacién de calcio, magnesio,

hierro, cobre y zinc se prepararon con soluciones Tritrisol (Merk).

En las muestras biologicas se analizaron:
- Minerales por espectrofotometria de absorcion atomica (E.A.A.):
* En orina: Ca, P, Mg, Fey Zn .
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* En heces: Ca, P, Mg, Fe, Zny Cu

* En el filtrado de l1a disolucion acida diluida de las ratas: Ca, P, Mg, Fe, Zn y Cu.
* En el filtrado de las cenizas procedentes de higado, hematies y piel: Fe, Zn, Cu; y

en el bazo: Fe y Zn.

-Hemoglobina en sangre fresca, por colorimetria mediante el meétodo de Ia
cianohemoglobina ( Test-Combination Hemoglobin Boehringer Mannheim, Mannheim,
Alemania).

- Hematocrito en sangre fresca, recogida sobre un capilar heparinizado, que se

centrifugd a 1000 g. y se midié la proporcion de paquete eritrocitario en el total de

sangre.

- Nitrogeno: se determind en la solucion acida de las ratas mediante el método de
Kjeldal.

Para las determinaciones analiticas se utilizaron duplicados o muestras simples de los

materiales biologicos. Las muestras se diluyeron apropiadamente para obtener concentraciones

de analisis en el rango lineal de lectura.
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Precision y exactitud de los analisis realizados:

Para controlar la exactitud en la determinacion de los distintos minerales se emplearon

tres patrones externos diferentes:

- Higado liofilizado (material de referencia certificado CRM 185, Community Bureau
of Reference B.CR., Bruselas, Bélgica) cuyos valores certificados son (media +
desviacion estandar); hierro: 214+9 pg/g, cobre: 18946 u/g; zinc: 14215 ug/g. Los
valores obtenidos fueron: hierro: 211+2 ug/g; cobre: 19446 ug/g; zinc: 14214 pug/g.

- Polvo de leche (material de referencia certificado CRM 63, Community Bureau of
Reference B.C.R., Bruselas, Bélgica) cuyos valores certificados (media + desviacion

estandar) son: calcio: 12,640,3 mg/g, magnesio: 1,1240,03 mg/g. Los valores
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obtenidos fueron (media =+ desviacién estdndar): calcio: 12,8+0,2 mg/g,

magnesio: 1,11+£0,03 mg/g).

La precision de los andlisis minerales se controld también en

distintos materiales biologicos empleados en los diferentes  ensayos,

obteniéndose los siguientes Coeficientes de Variacion interensayo (%):

MUESTRAS Ca Mg P Fe Cu Zn
LECHE 1.03 0.65 1.55 4.5 2.59 1.3
HECES 2.26 1.13 1.72 4.19 .77 2.33
ORINAS 0.50 1.13 1.72 3.16 3.77 2.33

Los Coeficientes de variacion imilerensayo de las deferminaciones de macronutrientes Tueron: humedad: 1,75%;

proteina: 4%; grasa: 4,2%.

3.3. EXPERIMENTO I

3.3.1. Muestras utilizadas

Se emplearon dos preparados para lactantes en forma de polvo y liquida procedentes

del mismo fabricante. El contenido mineral segun analisis se especifica en la tabla 2

Tabla 2.- Composicion mineral de las formulas en polvo y liquida segun analisis

CALCIO  MAGNESIO FOSFORO HIERRO ZINC COBRE
{mg/100m) {mg/100ml) {mg/100ml) {1g/100ml) (pg/100mD) {1£/100ml)
Polvo 55,1640.07 5.060.03 32.8140.12 44631550 412.6424.51 57.1741.85
quulda 53.5530.43 £.25+0.07 331.52432.00 £35 50430.33 390,0544,93 45001276

Valores medios * error estandard. Para las determinaciones analiticas se¢ utilizaron de 4 a ©

muestras de cada tipo de formula.
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3.3.2. Realizacidén de los calentamientos

Los calentamientos al bafio Maria y microondas se realizaron, previa reconstitucién al

12.7% de la férmula en polvo, como se especifica en los apartados 3.2.2.1. y 3.2.2.2.
3.3.3. Ensayos de digestion in vitro
Se llevaron a cabo en la férmula infantil en polvo reconstituida al 12.7% no tratada
y tratada al bafio Maria o microondas y la férmula infantil liquida no tratada y tratada al
bafio Maria o microondas. El procedimiento descrito en el apartado 3.2.3 fue seguido de
1déntica manera.
3.3.4. Ensayos con animales
Los ensayos biologicos de balances minerales se realizaron de manera idéntica a los
descritos en el apartado 3.2.3., utilizandose en este caso 6 grupos de 12 animales (6 machos
y 6 hembras) con un peso inicial de 30+0.3 g (media * error estandar) que consumieron como
unico alimento las distintas formulas infantiles no tratadas o después de haber sido tratadas.
3.3.4.1. Parametros controlados
Los mismos que los que especifican el apartado 3.2.4.1.
3.3.4.2. indices utilizados
Los mismos que se definen en el apartado 3.2.4.2.
3.3.4.3. Teécnicas analiticas empleadas

Se emplearon las mismas técnicas que se recogen en el apartado 3.2.4.3.
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3.4. EXPERIMENTO I
3.4.1. Muestras utilizadas

Se emplearon cuatro formulas infantiles del mercado de la marca comercial A en polvo
y liquida esterilizada convencionalmente (la misma que se utilizo en el experimento II) y en
polvo y liquida UHT de la marca B. Los resultados analiticos correspondientes a la
composicion de minerales y nitrogeno de las formulas anteriormente indicadas se recoge en
la tabla 3.

3.4.2. Analisis de indicadores térmicos

Con objeto de evaluar el dafio térmico de los distintos tipos de formulas infantiles se

determind su contenido de lactulosa y furosina.
3.4.2.1. Lactulosa

Se analizd el contenido de lactulosa en las distintas formulas siguiendo el método
propuesto por Olano y col. (1986) para la leche. Segin este método 1 ml de leche se lleva
hasta 10 m] con metanol con el fin de precipitar proteinas y grasa. Al cabo de una hora se
filtran las muestras precipitadas, en el caso de la férmula fue preciso esperar 48 horas.
Después se filtran las muestras precipitadas y a 1 ml de la solucién obtenida se e afiade 1 ml
de solucion patron interno, fenil-B-glucosido al 1% en metanol/agua (70:30). Posteriormente
se evapora a sequedad en rotavapor a temperatura ambiente y a continuacion se afiade, 0,1 ml
de N-trimetilsilil imidazol como agente derivatizante, manteniéndolas en una estufa a 65°C
durante media hora para favorecer la reaccién. Una vez que se enfrian se afiaden 0,1 ml de

hexano y 0,2 ml de agua y se inyectan en el cromatografo de 0,2 a 1 ul de la fase organica.

Los analisis cromatrograficos de los trimetilsilil derivados de los carbohidratos se

llevaron a cabo en un cromatdgrafo de gases Sigma 3B (Perkin Elmer) equipado con detector
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de ionizacion de llama, utilizando un columna microrellena con OV-17 al 2% sobre Volaspher
A-2 120-140 mesh (Merck desionizado. Como gas portador se empled nitrégeno a un flujo
de 10 ml/min. La temperatura del inyector y del detector fue de 300°C y la temperatura del
homno programada de 200 a 270°C, con una velocidad de calentamiento de 15°C/min, tiempo
inicial de 2 minutos y tiempo final de 25 minutos. Los datos se recogieron en un integrador
LCI-100 (Perkin Elmer).

4.1.2.2. Furosina

Para la determinacion de furosina en las muestras de formulas infantiles se siguié el
método de Delgado y col. {1992). El procedimiento a seguir es €l siguiente: a 0,5 ml de leche
se afiaden 3 ml de HCI 7N, resultando una normalidad de 6. Esta mezcla se hidroliza a 110°C
durante 24 horas en tubos de hidrolisis cerrados a vacio. Los hidrolizados obtenidos se
evaporan a sequedad en rotavapor a 40°C. El residuo se disuelve en 0,5 ml de agua y se filtra
a través de una membrana Anotec (Whatman) de 0,2 um. El filtrado se pasa a través de un
cartucho Sep-Pack C,; (Millipore) previamente acondicionado con metanol y agua. Una vez
eluida la muestra, se pasa una mezcla agua/acetonitrilo/acido férmico (95/5/0,2) para eluir la

furosina que pudiera quedar retenida hasta un volumen final de 5 mi.

El sistema cromatografico consistio en una bomba modelo 510 (Waters Assoc.}, un
inyector Rheodyne modelo 7125 con un bucle de carga de 20 ul y un detector de longitud de
onda variable SM 4000 (LDC Analytical), conectados a un sistema de tratamiento de datos
System Gold 7.11 (Beckman). Se utiliz6 una columna Spherisorb ODS2 (Phenomenex) de 250
x 4,6 mmy 5 um de tamafio de particula. Los analisis se realizaron en condiciones isocraticas
a témperatura ambiente y a una longitud de onda de deteccion de 280nm. Como fase movil

se utiliz6 una solucién de heptasulfonato S mM, y acido férmico al 0,2%, en agua/acetonitrilo
80:20.

El analisis cuantitativo de la furosina se llevé a cabo por el métode del patron externo

y la recta correspondiente se realizé con disoluciones de patron preparadas en el laboratorio
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mediante la adicion de patrén puro de furosina a hidrolizados de leche cruda. La furosina
patron se obtuvo a partir de la hidrolisis del compuesto de Amadori &-N-(1 Desoxi-D-

fructosil)-L-lisina, sintetizada en el laboratorio segiin el método de Finot y col. (1968).
3.4.3. Ensayos de digestion in vitro de las formulas

Las férmulas en polvo se reconstituyeron segin las indicaciones de sus etiquetas,
coincidiendo que en ambas fuera al 12,7%. Los demas pasos se siguieron de manera idéntica

a como se ha descrito en el apartado 3.2.3..

Del estudio estadistico de los resultados de los experimentos I y II se desprendid que
la hora no influia significativamente sobre la didlisis de los distintos elementos, por lo que
se omiti¢ tomar muestras tras 1, 2 y 3 horas de digestidn intestinal, como alternativa se
tomaron 3 muestras transcurridas 2 horas. Esta modificacion también se realizo considerando
la estandarizacion y normalizacién del método que se estaba llevando a cabo a través de la

Accion Concertada n° 10 del proyecto europeo FLAIR.
3.4.4. Preparacion de las dietas

Se liofilizaron las formulas liquidas. Posteriormente se prepararon cuatro dietas a partir
de 1a mezcla de una dieta semisintética AIN-76, que sigue las recomendaciones del Amercian
Institute of Nutrition (1977) para la rata (tabla 4 y 5), y cada una de las férmulas
anteriormente indicadas en la proporcion 60:40 (AIN 76: formula). Dicha proporcion fue
utilizada al objeto de obtener una composicion tedrica de macromutientes de 16% de proteina,

14% de grasa y 69% de hidratos de carbono.

Como dieta control se utilizé la dieta AIN modificada al objeto de igualar las
composiciones nutritivas de las dietas experimentales. Ello se realizo modificando las
cantidades de proteina, grasa, calcio y fésforo (tabla 6 y 7). En la tabla 8 se recoge la

composicién analitica de minerales y nitrégeno de las dietas.
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Tabla 3. Anilisis de la composicién de minerales y nitrégeno de las formulas
Formula Ca Mg P HIERRO ZINC COBRE NITROGENO
(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) {ug/100ml) {pg/100ml) {pg/100mi) (mg/100ml)

A Polvo 4241.54¢1.07 397.540.03 2582.1+0.12 35100+5.50 3250044.51 4500x1.85 242.06+2.0
A Liq. 4214.3840.43 413.18+0.07 2638.0242.00 41710£3.33 31090+4.93 5110+2.76 232.79%+2.6
esteril.

B Polvo 3745+0.98 478+0.09 2810+1.0t 57630+4.52 57750+45.15 8980+3.05 251.2110.44
B Liq. UHT 3657£1.79 370+0.10 2930+1.36 5435042.36 57580473 1065012.85 239.011+3.48

Valores medios + error estandar de 4 determinaciones.
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Tabla 4. Componentes de la dieta AIN-76

Componente g’kg
Caseina 200
DL-Metionina 3
Almidon de maiz 150
Sacarosa 500
Fibra 50
Aceite de maiz 50
Corrector mineral 35
Corrector vitaminico 10
Bitartrato de colina 2
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Tabla 5. Composicion del corrector mineral de la dieta AIN-76

Componentes g’kg de mezcla
Fosfato calcico, dibasico (CaHPO,) 500.0
Cloruro sodico (NaCl) 74.0
Citrato potésico, monohidrato (K,C,H,0,*H,0) 220.0
Sulfato potasico (K,SO,) 52,0
Oxido de magnesio (MgO) 24.0
Carbonato de manganesio (43-48% Mn) 35
Citrato férrico (16-17% Fe) 6.0
Carbonato de zine (70% ZnO) 1.6
Carbonato de cobre (53-55% Cu) 0.3
Iodato potasico (K10,) 0.01
Seleniato sodico (Na,Se0,*5H,0) 0.01
Sulfato potasico de cromo [CrK(50,),*12H,0] 0.55
Sacarosa, en polvo fino l hasta 1000.0

Esta composicion esta basada en los requerimientos NAS-NRC para la rata. Se debe de incluir en un

3.5% en la dieta.
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Tabla 6. Compontes de la dieta control

Componente g/kg
Caseina 180.4
Almiddon de maiz 89.167
Sacarosa 500
Celulosa 30
Aceite de maiz 140
Corrector mineral 35
Corrector vitaminico 3000050 10
DL-metionina 3
Bitartrato de colina 2
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Tabla 7. Composicion del corrector mineral de la dieta control

Componente g/’kg de mezcla
Carbonato cilcio anhidro* 357
Fosfato calcico, mono hidrato* 339
Cloruro sodico 74
Sulfato potasico 52
Oxido de magnesio 24
Carbonato manganesico . 35
Citrato férrico 6
Carbonato de zinc 1.6
Carbonato de cobre 0.3
lodato potasico 0.01
Selenuro de sodio 0.01
Sulfato potasico de cromo*12H,0 0.55
Sacarosa, en polvo fino* | 142.02

* Estos componentes han sido ajustados segiin este experimento
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Tabla 8. Composicion analitica de minerales y nitrogeno de las dietas

Dieta Ca Mg P Fe Zn Cu N Humedad
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/ke) (mg/kg) (w/ke) (%)
AIN-76 4810.415.6 570.2+3.2  5300.3142.6  54.40+6.35  50.85t1.56  10.65+0.23 27.5330.14 362
Control 4756.019.2 471.082.8  4550.8436.6 54444232  44.7210.32  15.3210.09  25.8540.13 312
A polvo 4516.1+7.8 481.4459 424134419  47.63£1.17  41.8330.38 9.49+0.18  25.6120.12 3.42
A Lig. est. 4508.2+7.4 5020404 © 4227.5+115 4670046  41.55+0.12 8.79£0.12  25.6540.11 3.30
B polvo 4384.316.6 533.3+2.4  4304.7463.8  55.6910.4] 53.1010.40 9.59+0.15  25.89+0.06 3.33
B Liq. UHT  4349.1x11.8  490.0+12.6 4352.0£71.3  54.3740.88  53.03%£1.03  10.2540.20 25.6940.17 3.55

Valores medios & error estindar de 4 determinaciones.

SOPORI A [eLIIEy



Material y Métodos

3.4.5, Ensayos de balance en animales

Se realizaron ensayos biolégicos de balances de los minerales calcio, magnesio,
fosforo, hierro, cobre y zinc, y nitrogeno en ratas Wistar del criadero del Instituto de
Nutricion {CSIC-UCM), Madrid, seleccionadas en el momento del destete, con un peso inicial
de 40+0,3 g (media % error estandar), procedentes del mismo cruce. Los animales se
distribuyeron en grupos, constituidos por 12 animales, 6 machos y 6 hembras, segun la dieta
que consumieron ad libitum. Ademas del grupo control, cuya dieta contenia cantidades de
nutrientes equivalentes a las de los grupos que tomaron las dietas que incluian cada una de
las formulas infantiles, se realizd un ensayo con ratas alimentadas con la dieta AIN-76
{American Institute of Nutrition, 1997), a fin de comparar el estado nutritivo general y la
utilizacion nutritiva de los minerales de ratas alimentadas con la dieta control y la dieta que
contiene sus ingestas recomendadas. Todos bebieron agua desionizada ad libitum. Las
condiciones del ensayo (temperatura, humedad, recogida de heces y orina, etc.} se han descrito

ya en el apartado 3.2 4.

Los ensayos constaron de un periodo experimental de 11 dias, los primeros 4 dias

fueron de adaptacion y en los 7 siguientes se realizd un balance de minerales y nitrégeno.

La recogida de orina y heces durante el balance, el sacrificio de los animales y el

tratamiento de las muestras se describieron en el apartado 3.2 4.
3.4.5.1. Parametros controlados
- Peso de lag ratas en los dias 1, 5, 8 y 11.
- Ingesta solida correspondiente al periodo de adaptacion (dia 1 al 4) y al periodo

experimental (dias 5 al 11).
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Material y Métodos

- Eliminacion fecal y urinaria de los minerales calcio, magnesio, fosforo, hierro, cobre

y zinc asi como de nitrégeno durante el periodo de balance: dias 5 al 11.

- Composicion corporal:
- Higado: peso, hierro, zinc y cobre.
- Bazo: peso, hierro, zinc y cobre.
- Piel: hierro, zinc y cobre.
- Suero: calcio, magnesio, hierro, zinc y cobre.
- Hematies: hierro, zinc y cobre.

- Rata entera: peso, calcio, magnesio, fosforo, hierro, zinc , cobre y nitrogeno.

3.4.5.2. Indices utilizados

Los descritos en el apartado 3.2.4.2. mas los que figuran a continuacién:

- Eficacia alimentaria:

A= dnCZETERO de peso por diz (g)
Sugtancia seca ingerida por dia (g)

- Eficacia proteica:

gp=JngzEvEnto de peso por dia (g)

-1

- Indice hepatosomatico:

280 del higado (g)

I.5.8. Peso de 1a rata {g)

147



Material y Métodos

3.4.5.3. Técnicas analiticas empleadas

En las dietas se efectuaron los andlisis descritos en el apartado 3.2.4.3., el resto de las

técnicas se encuentran en el apartado 3.3.4.3. mads los indicados a continuacion:

- Humedad, por pérdida de peso en estufa a 105°C hasta peso constante (A.O.A.C,,
1980).

- Proteina, mediante la determinacion de Nitrdgeno total por el método Kjeidahl,
utilizando un analizador Kjeltec modelo Auto 1030 y conversibn a proteina

multiplicando por el factor 6,38 (A.Q.A.C., 1984).

- Cenizas por incineracion a 450-500°C (A.O.A.C,, 1975).

3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Todos los datos de los tres experimentos fueron sometidos inicialmente a un test
descriptivo para estudiar su distribucion. Se observo que cada una de las variables en el
conjunto de la muestra seguia una distribucién cuasi normal, por lo que se aplicaron pruebas

parameétricas.
Ensayos in vitro
Al sumar las fracciones del elemento dializado, no dializado soluble y precipitado no

siempre se obtuvo el 100% de recuperacién. Por ello se procedié a transformar los datos de

dializado, no dializado soluble y precipitado dividiéndolos por la recuperacion obtenida.
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Material y Métodos

En los experimentos I y 1l se analizd la influencia del tipo de leche o férmula,

tratamiento térmico y la hora, mediante ANOVA de 3 vias a través del modelo:

Xij=x + Ti + Trj + Ht +Ti*Trj + Ti*Ht + Trj*Ht + eijt , donde: .

x= media

Ti= tipo

Trj= tratamiento

Ht= hora

Ti*Trj= interaccidn tipo*tratamiento
Ti*Ht= interaccion tipo*hora

TrHt= interaccion tratamiento*hora

eijt= error debido al azar

Para todos los minerales, excepto para el calcio, se obtuvo que la hora no ejercia una
influencia significativa, por ello se aplico un modelo general de ANOVA de 2 vias (tipo,
tratamiento térmico) considerando en el caso del calcio la hora como covariable.

Xij=x +Ti + Trj + Ti*Trj + eijt

En el experimento III se analiz6 la influencia del tipo de formula, mediante ANOVA

de 1 via.

Xj=x +Trj+ et

Ensayos in vivo
En los experimentos I y II las heces y la orina se procesaron en "pooles". Se han

replicado los datos en el pool asumiendo que conformaba una normal de media la conocida

y desviacion estandar la obtenida por el resultado del contenido corporal de cada mineral en
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el dia 22 comprobandose que la media de los datos obtenida por generacidon no diferian
estadisticamente de lo original. Se ha realizado en ¢l programa SAS con una rutina de
generacion aleatoria llamada RANNOR.

El analisis de los datos correspondientes a los experimentos in vivo Iy II se efectud
mediante ANOVA de una via (tratamiento) y dos vias (tratamiento y tipo de férmula),

respectivamente.

Para el analisis de los datos obtenidos en la experiencia III se ha empleado ANOVA

de una via (tipo de férmula).

El nivel de significacion se ha establecido en el 5% y todo el tratamiento estadistico
se ha llevado a cabo en un ordenador ALPHA 2100, sistema VAX/VMS, versiéon V5.5-2,
empleando los siguientes programas BMDP (Biomedical Statistical Package, 1992):

- BMDP 2D: discriminante

- BMDP 7D: ANOVA de 1 y 2 vias

- SAS procedimientos: PROC UNIVARIATE

PROC MEANS
PROC GLM
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Resultados

TAB 9. - INGESTA ALIMENTARIA (ml)

GRUPOS DIAS 14 DIAS 4-7
Vaca sin calentar 63 60
Vaca bafio M? 61 61
Vaca microondas 59 61

Valores medios de 12 animales

TAB 10. - INGESTA ALIMENTARIA (ml)

GRUPOS ~ DIAS 14 DIAS 4.7
F. Polvo sin calentar 41 41
F. Polvo baiio M* 42 45
F. Polve microondas 42 41
F. Lig.sin calentar 30 36
F. Liquida bafio M* 35 34
F. Liq. microondas 31 32

Valores medios de 12 animales



Resultados

TABLA 11.- EVOLUCION PONDERAL (g)

GRUPOS DIA 1 DIA 4 DIA 7

Vaca sin calentar 30.344+0.46 34.77+0.69 41,52+0.95
Vaca bafio M* 30.174£0.37 36.02+0.41 40.98+0.66
Vaca microondas 30.10+£0.47 34.52+0.69 41.081+1.00

Valores medios de 12 animales + error estindar.

No aparecieron diferencias significativas (ANOVA de 1 via).

TABLA 12.- EVOLUCION PONDERAL (g)

GRUPOS DIA 1 DIA 4 DIA 7

F. Polvo sin calentar calen  30.14+0.41 28.61+0.38 29.510.34
F. Polvo bafio M? 30.10+0.41 27.88+0.32 29.5310.51
F. Polvo microondas 20.931+041 2995+0.74 31.08+1.87
F. Liq.sin calentar 30.10+£0.37 26.79+£0.37 26.69+0.43
F. Liquida bafio M? 30.14+0.41 27.04+0.36 27.72+0.48
F. Liq. microondas 30.13+0.40 27.1940.40 27.07+0.47

Valores medios de 12 animales + error estindar.

No aparecieron diferencias significativas entre grupos (ANOVA de dos vias).



Resultados

TABLA 13.- INDICE HEPATOSOMATICO

GRUPOS

F. Polvo sin calentar 0.037+0.001

F. Polvo bafio M* 0.036+0.001
F. Polvo microondas 0.036+0.003
F. Lig.sin clalentar 0.036+0.002
F. Liquida bafio M® 0.035£0.001
F. Liq. microondas 0.0341+0.001

Valores medios de 6 animales t error estindar.
No aparecieron diferencias significativas (ANOVA de 2 vias).

TABLA 14.- INDICE HEPATOSOMATICO

GRUPOS

Vaca sin calentar 0.031+0.002
Vaca bailo M? 0.032+0.002
Vaca microondas 0.0324+0.001

Valores medios de 6 animales + error estindar.
No aparecieron diferencias significativas (ANOVA de 1 via).



TABLA 15. CALCIO DIALIZADO (%)

Tipo

Vaca entera
Vaca deserem.
Férmula polvo

Férmula liquida

Tratamiento
Hora

Tipo x Trat.

Sin calentar Bafio Maria Microondas

lh 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h 3h
16.5+0.1* 15.440.3 15.6+1.0 17.0£0.1*+  13.6+0.1 15.840.1 15.240.4*  15.940.1 15.510.6
29.9+0.8% 30.240.5*  30.31£2.1*  29.2+43.6% 29.4+2.2%  29.7+1.6* 29.9+2.51 30.0+£2.7* 30.4+1.7*
15.116.5* 13.445.5 11.743.3 15.6+1.6* 16.1£0.0 15.740.1 14.8t1.1*  15.6%1.3 15.3£1.4
18.8+0.6*f  14.840.5 15.70.1 17.9£1.3*F  17.710.] 17.4£1.2  21.9+1.1f  18.3%1.2 16.410.9
p=0.{)(;(;- -------------
N.S.
N.S.
N.S.

Los valores expresan las medias + desviacion estindar. La hora fue analizada como covariable.

Los simbolos, dentro de una columna, indican diferencias significativas debidas al tipo (p<0.05).

Las letras, dentro del mismo tipo y hora, indican diferencias significativas debidas al calentamiento.

sopeynsay



TABLA. 16 CALCIO NO DIALIZADO SOLUBLE (%)

Sin calentar Baiio Maria Microondas

Tipo 1h 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h 3h

Vaca entera 62.943.41 642£241  63.240.8F  60.67+0.08}1 64.02+0.771 624820231 65.5510.60f 64.8510.25t  66.1211.97%

Vaca descrem. 6214071  62.920.611 62.51:0:91' 61.74+1.811  62.18+0.42f 61.6630.041 61.6941.33+  62.05£1.62%  62.21+1.671%

Férmula polvo 38.614.8* -43.0i3.9* 45245 5% 40,51+1.94*  44.06+0.00* 46.71+0.03* 49.99+1.323* 51.89+1.00a* 51.461+3.87*

Formuia liquida  50.941.7*f 50.3+3.0%f 51.6+1.3%t 52.9213.01t  52.14+3.32% 51.60+2.48% 49.52+2.75* 52.7642.03* 56.15+£1.57*¢
_tl"ipo ) _;;0.0000 T

Tratamiento . p=0.0000

Hora p=0.0008 +

Tipo x Trat. p=0.0000

Los valores expresan las medias + desviacion estandar. La hora fue analizada como covariable.

Los simbolos, dentro de una columna, indican diferencias significativas debidas al tipo (p<0.05).

Las letras, dentro del mismo tipo y hora, indican diferencias significativas debidas al calentamiento.
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TABLA 17. CALCIO NO DIALIZADO PRECIPITADO (%)

Sin calentar Baiio Maria Microondas
Tipo lh 2h 3h 1h 2h ih lh 2h 3h
Vaca entera 2054337 20.4:2.2¢ 211177 2244021 22.430.1% 21.7+0.4% 19.2+0.3% 19.2+0.2% 18.4+1.5%}
Vaca descrem,  8.3x0.1* 6.8+0.2% 7.2+1.2*% 9.011.8* 8.4+1.9* B.6+1.6* 8.441.2* 7.9+1.4* 7.310.5*
Férmula polvo  46.241.7F  43.6x1.6c; 43.0+22£  43.9403F 39.8t0.0bf  37.640.1} 35.140.4af 32.5+1.0a}  33.245.3%
Formula liquida 30.242.11  34.842.5t 32,6112t  29.1343F 302434% 30.943.7 28.643.81 28.9+32f  27.4+0.6%1

- _

Tipo p=0.0000
Tratamiento p=0.0000
Hora p=0.032 -
Tipo x Trat. p=0.0000

Los valores expresan las medias + desviacion estandar. La hora fue analizada como covariable.

Los simbolos, dentro de una columna, indican diferencias significativas debidas al tipo (p<0.05).

Las letras, dentro del mismo tipo y hora, indican diferencias significativas debidas al calentam
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TABLA 18. BALANCE DE CALCIO

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO RETENIDO

%A/l % R/A % R/
(mg/periodo}

Leche de vaca
Sin calentar 142.6146.31 122.78+6.31  120.19146.31 85.96+0.60" 97.86+0.10° 84.1240.68"
Bafio Maria 149.07£7.23  134.69%+7.23  132.36%7.23 90.24+0.44*  98.24+0.08" 88.66+0.51°

Microondas 141.79+6.89  124.14+6.89 121.2746.89  87.39+0.67° 97.6410.14* 85.3410.77°
ANOVA 1 via
Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0004 p=0.0077 p=0.0007

Valores medios de 6 animales + error estandar.

Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).
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TABLA 19. BALANCE DE CALCIO

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO RETENIDO
% A/l % R/IA % R/1
(mg/periodo)
Férmula en polvo
Sin calentar 45.4510.86 44.254+0.86 43.4510.86  97.35£0.04  98.17+0.03"  95.58+0.07
Bafio Maria 46.0713.56 45.0343.46 44.55£3.56  97.68+0.16  98.90+0.08*  96.61+0.24
Microondas 46.75+4.28 45.5244.28 44814428  97.2240.28  98.3410.17°  95.64+0.44
Férmula liquida
Sin calentar 34.76+1.67  34.34%1.67  31.66t1.67 98.78£0.05* 92.10+0.36"  90.98+0.40"
Baiio Maria 33.0412 .29 32.71%2.29 20224229  98.94+0.08"  89.0310.87* 88.10+0.93"
Microondas 36.831+2.44 35.93+2.44 33.46+2.44  97.5+0.15°  92.96+0.45" 90.65+0.58*"
ANOVA 2 vias
Tipo p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001
Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 p=0.0017 N.S.
Tipo x Tratamiento NS N.S. N.S. p=0.002 p=0.0001 p=0.0013

Valores medios de 6 animales + error estandar.
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).

En los casos en que la interaccidn tipo x tratamiento es significativa * indica diferencias significativas, para el mismo
tratamiento, debidas al tipo (p<0.05).
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TABLA 20. IN VITRO P (%)

DIALIZADO N.D.S. PRECIPITADO
Tipo N.C. B.M® MO. N.C. B.M* MO. N.C. B.M® MO.
Vaca entera 3240.4a* 36.6:0.3bf  35.140.7b} | 63.740.6¢ 589+0.3a* 60.910.5b* 4.240.4% 4.510.1¢ 4.0+0.31
Vaca descrem. 42.4:02b*  29.620.2a* 31.6+0.4b* 64.140.3a 67.940.3cf  66.0£0.4bf 3.440.3a}  2.510.1* 2.440.11*
Férmula polvo 31.940.5* 32.40.5¢ 32.110.4*% 65.010.6 64.510.7% 6510.4,1 3.110.24 3.120.2* 2.940.1%
Férmula liquida  34.510.3abt 35.540.6b]  34.0%0.2at 63.0£0.4b 60.810.6a*  63.940.1b} 2.5+0.2b 3.7+0.3at*  2.110.2b*
Tipo p=0.0(;(; o T p=0.000 - T --;;:)-.000 o
Tratamiento N.S. p=0.012 p=0.001
Tipo x Trat. =0.000 p=0.000 p=0.001

Los valores expresan las medias * desviacion estandar. La hora fue analizada como covariable.
Los simbolos, dentro de una columna, indican diferencias significativas debidas al tipo (p<0.05).

Las letras, dentro del mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento.

sopEImsay




TABLA 21.- BALANCE DE FOSFORO

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO RETENIDO

% A/ % R/A % R/T
(mg/periodo)

Leche de vaca
Sin calentar 145.62+5.18  140.9+5.18  110.1845.18 96.73#0.12° 78.02+0.88°  75.48+0.95
Baiio Maria 149.23+1.85 146.06£1.85 119.48+1.85 97.87+0.02° 81.78+0.22° 80.0510.24°
Microondas 150.244+5.33  146.64+5.33  117.0315.33 97.5840.08° 79.77+0.73*®  77.75+0.78*

ANOVA 1 via
Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 p=0.0052 p=0.0020

Valores medios de 6 animales + error estandar.
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).
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TABLA 22.- BALANCE DE FOSFORO

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO RETENIDO
% A/l % R/A % R/
(mg/periodo)
Férmula en polvo "
Sin calentar 26.5210.66 26.04+0.66 23.08+0.66  98.18+0.04°  88.5910.28b° 86.98+0.31°
Bafio Maria 28.84+2.02 27.45+2.02 26.46£2.02 95.0840.33°  85.42+1.05  81.24+1.28°
Microondas 26.4316.88 25.554+2.88 21724288  96.39+0.55*  83.5612.66° 80.62+2.98°
Formula liquida
Sin calentar 25.4412 .42 244242 .42 21.5442.42 95.80+0.38""  87.61+1.21° 83.96+1.49"
Bafio Maria 22.9210.37 21.9440.37 18.33+0.37  95.75+0.06°  83.5240.27*°  79.87+0.31°
Microondas 22.42+1.04 21.1411.04 17.87+41.04  94.1440.25°  84.39+0.71*  79.46+0.89
ANOVA 2 vias
Tipo p=0.0199 p=0.0149 p=0.0242 p=0.0001 N.S. N.S.
Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 p=0.0069 p=0.0019
Tipo x Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estandar.

Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).

En los casos en que la interaccién tipo x tratamiento es significativa " indica diferencias significativas, para el mismo
tratamiento, debidas al tipo. (p<0.05).
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TABLA 23. IN VITRO MG (%)

DIALIZADO N.DS. PRECIPITADO
Tipo N.C. B.M. MO. N.C. B.M. M.O. N.C. B.M. M.O.
Vaca entera 33330.6 *  34.0+0.3% 32.710.6 60.310.9%* 59.240.3* 60.9+0.8*  6.410.3t  6.8+0.2f  6.4+0.3f
Vaca descrem.  31.940.6 *  31.610.4a* 32.240.4 65.1%0.5¢ 66.3£0.4} 65.3£04F  3.040.3b*  2.10.1a*  2.6£0.1ab*
Férmula polvo  34.630.5* + 33.9+0.7¢ 3134042 59.3%1.0  59.640.7 * 62.9+042*  6.1+0.211 6.410.2f  5.840.3}

Férmula liquida 35.1%1bt 33.3+0.8ab*t  31.4+0.4a 59.6+1a*  62.240.8abt 64.440.4b% 5.340.2at  4.610.3¢1 4.240.1%

Tipo p=0.016 p=0.000 p=0.000
Tratamento p=0.000 A p=0.000 p=0.034
Tipo x Trat. p=0.011 p=0.002 p=0.042

Los valores expresan las medias + desviacién estindar. La hora fue analizada como covariable.
Los simbolos, dentro de una columna, indican diferencias significativas debidas al tipo (p<0.05).

Las letras, dentro del mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento.
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TABLA 24. BALANCE DE MAGNESIO

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO RETENIDO
{mg/periodo)

Y%A/l % R/A % R

Leche de vaca
Sin calentar 12.13+0.55 9.97+0.55 5.6840.55 82.02+0.89* 56.25+2.72 46.2512.68

6.5740.51 87.03+0.53 57.95+1.95 50.49+1.95

Bafio Maria 12.91+0.51 11.2540.51

Microondas 12.4510.24 10.83+0.24 5761024  87.01+0.24* 53.05£1.02 56.17£1.03
ANOQVA 1 via

Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estindar.
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).
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TABLA 25. BALANCE DE MAGNESIO

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO RETENIDO
: % A/l % R/A % R/
(mg/periodo)
Férmula en polvo
Sin calentar 4.1320.03  3.99+0.03° 1.5140.03°  96.7330.02°  37.940.57°  36.66+0.61°
Bafio Maria 4.28+0.06 3.5510.06 1.18£0.06®  82.91+0.23* 33.29£0.96® 27.61+1.01°
Microondas 4.24+0.16  3.94+0.16™ 1.06+0.16*  92.87+0.24">  26.35+3.01* 24.51+2.86"
Formula liquida
Sin calentar 3.6120.13  3.38+0.13" 1.5040.13°  93.4740.26°. 44.04+2.46  41.242.41°
Bafio Maria 3.66+0.08 3.48+0.08" 0.7140.08*  94.99+0.12% 20.27+2.11""  19.2742.03"
Microondas 3.3740.10  2.9240.10 0.7120.10*  86.42+0.42*" 23.85+2.80"  20.68+2.52*
ANOVA 2 vias
Tipo p=0.0001 p=0.0001 p=0.0045 p=0.0008 N.S. N.S.
Tratamiento N.S. N.S. p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001
Tipo x Tratamiento N.S. p=0.0007 N.S. p=0.0001 p=0.0006 p=0.0140

Valores medios de 6 animales £ error estandar.
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).
En ios casos en que la interaccién tipo x tratamiento es significativa ' indica diferencias significativas, para el mismo

tratamiento, debidas al tipo. (p<0.05).
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TABLA 26. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Ca, P, Mg y N CORPORAL TOTAL

GRUPOS PESO Ca P

{2) (mg) (mg/g) (mg) (mg/p) (mg) (mg/g) (2) (&/g)
Leche de vaca
Sin calentar 3935+ 1,15 271.82+5.61  6.9240.13  210.58+5.92  53510.13  11.6240.35  0.29t 0.0 1.040.02°  0.0340.03"
Bafio Maria 4159+ 057 273.00£ 680 656+ 0.16 22579+281 5431004 11343036 028100 1,120.02°  0.03x0.03°
Microondas 39.14+ 096  271.2332 6.92 69310.09 209.8734.35 5371 0.12 11.5330.24 029+ 0.0 1,1+0.02°  0.03+0.05*
Tipo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. p=0.009 p=0.002

Valores medios de 6 animales + error estindar.

Letras distintas indican diferencias significativas debidas al calentamiento por ANOVA I via (p<0.05).
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TABLA 27. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Ca, P, Mgy N CORPORAL TOTAL

GRUPOS PESO Ca P Mg N

(69) (mg) (mg/g) _(mg) _{(mg/g) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g)

Foarmula en polvo

Sin calentar 2037803 178.124 6031 (H93h 7.6 2.3 4981000 TTGLO (D 026t no 858.53+]5.88 2R.7210.54b
[Rafio Maria 20554 154 192.716.3 652t 0.13b 158311 488 SAS400R 7814023 0,261 00 799,674 24,47 27.00540.5h
Microondas 31LR541.96 1803+ 6.4 50740 Ta 158,904 743 4994010 7.99£0131 (1254000 782.71£2793 24.6410.3a

Firmula Tiyuida

Sin calentar 26.504 N 56* 188.2+ 4.2 7114 D]9* 152954 5100 57810 [Oh* EA REIIA L 036:00 7584912362 2RA1+0.5650%
Raite Maria 27831072 1887454 6821014 145734073 5250001 20 TA2:017* 026008 73861213 8% RIONEEILEY b
Microondis 26 B30 49* 188.71 4.7 TAMN 32 149504257 S.87HO6ab¥ 6.9340.21% L.2640.0 159.15421 68 28.30:0.77%
Tipo p=111KH NS pE NN NS . PN p=0.000 NS, p=0103 prOA38
Fratamientn NS, NS NS N.S. NS, NS, N.S. N.5 prOan
Tipo & Tratami . porong N.5. prilidd N.S. SUALLL N.5. NS, N.S. prON

Vatores medios de 6 animales | error estindar,
1etras distintas tndican ditferencias signiticativas debidas al calenmamiento por ANOVA T via {p-.0.08)

* Diterencias signihicativas eitre tipas dentro del mismo trtamiento por ANOVA 1via (pi00s)



TABLA 28. IN VITRO FE (%)

DIALIZADO N.I).S, PRECIPITADO

Tipo 5.C. B.M? MO. 5.C. 13.M° Mo. 5.C 13.M" MO,
Vaca descrem. 350£1.50F  404+1at 32.820.9b*  41.0£].7* 40,54 2% 40.1x1.9%  24.1+06b*  19.120.8a%  27.1x1.7b*
Formula polvo 21.580.50*  22.120.5b*  24.540.5a 69.5:08bF  67.2205ab1  64.9409a  9.0206 10174£0.5 10.6+0.7
Farmuta liquida 26.9+£0.9% 26.940.4% 254402 627807t 62.4+0.5% 66.0+0.7 10.4£0.5ab  10.720.2b 8.710.7a

Tipo p=0.000 p=0.000 p=0.000

Tratamiento p=0.001 NS p=0.027

Pp=0.000 P=0.000 p=0.000

Tipo x

Tratamiento

Lox valores expresan las medias £ desviacion cs

Los simbolos, deptro de una columna, indican ds

andar. La hora fue analizada como covariable.

[erencias significativas debidas al tipo (p<0.05).

Las eteas, dentro del mismo lipo, indican diferencias significativas debidas al calentamicnto,
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TABLA 29.- BALANCE DE HIERRO

GRUPOS INGERIDO  ABSORBIDO  RETENIDO
% A/ % R/A % R/
(pg/periodo)
Férmula en polvo | i
Sin calentar 376.39+£17.32  353.86+17.32  345.35£17.32  93.94+0.28° 97.56+0.12°  91.66+0.39*
Baito Maria 407.16£15.20  356.8415.20  347.94+15.20 87.54+0.44" 97.49+0.09°  85.3540.52°
Microondas 355.59+19.53  317.82+£19.53  307.36%£19.53  89.21+0.58° 96.64+0.21°  86.2310.75"
Formula liquida
Sin calentar 342.46117.67  285.52+17.67 273.77+17.77 83.1240.81° 95.79+0.29° 79.64+1.16"
Bafio Maria 335.12+13.41  302.81+13.41  280.87+13.41 90.2740.44" 92.66+0.38"  83.6610.75
Microondas 359.87+13.17  294.71£13.17  278.46%13.17 81.76+0.69” 94.4240.26" 77.22+0.85"
ANOVA 2 vias
Tipo p=0.0158 p=0.0010 p=0.0002 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001
Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001
Tipo x Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001

Valores medios de 6 animales + error estindar.
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).

En los casos en que la interaccion tipo x tratamiento es significativa ® indica diferencias significativas, para el mismo

tratamiento, debidas al tipo. (p<0.05).
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TABLA 30. IN VITRO ZN (%)

DIALIZADO N.D.S. PRECIPITADOC
Tipo 5.C B.M* MO. sS.C. B.M* MO, S.C. B.M* MO,
Vaca entera 23.610.5 20.940.7¢ 19.3£1.5b 65.610.5* 65.410.4% 65.442.1* 10.840.5a*+ 13.740.8abt 15.311.2b*
Vaca descrem.  17.83+0.4a* 13.8+04a*  12.7104a* 74.3+0.8at  76.10.3abi 77.330.7b}  7.910.4a* 10.110.1b* 10.0+0.6b*
Fémula polve  20.5¢1% 24.5+0.7af  19.940.2at 66.6x1.6b*  62.940.6a*  70.1+0.5ct  12.8+1.3bt  12.7£0.5b} 10.0£0.5a*
Férmula lig. 17.620.52*  22.5+0.6af} 22.8+0.4bt  73.7+.04ct  65.710.6at  67.6+0.3bt 8 7+0.4a* 11.840.2c* 9.6+0.3b*
Tip:) o 00000 p=0.0000 p=0.0(;;0
Tratamiento p=0.0090 p=0.0000 p=0.0020
Tipo x Tratam. p=0.0000 p=0.0000 p=0.0010

Los valores expresan Jas medias + desviacion estindar. La hora fue analizada como covariable,

Los simbolo, dentro de una columna, indican diferencias significativas debidas al tipo (p<0.05).

Las letras, dentro de! mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento.
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TABLA 31.- BALANCE DE ZINC

GRUPOS

Leche de vaca
Sin calentar
Baiflio Maria

Microondas

INGERIDO ABSORBIDO RETENIDO

: % A/l % R/A % R/
(ng/periodo)

521.06+7.53 397.7+£7.53 363.65+7.53  76.2240.53" 91.42%1.60° 69.68+0.41*
487.62137.82  346.07+37.82 304.45+37.82 70.06+2.34° 87.19:+1.44* 61.26+3.03°
511.4046.99  348.47+6.99  310.9746.99 68.1110.43° 89.21+0.21* 60.77+0.53"

ANOVA 1 via

Tratamiento

N.S. NS. NS. p=0.0025  p=0.0108  p=0.049

Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).

Valores medios de 6 animales + error estandar.
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TABLA 32.- BALANCE DE ZINC

GRUPOS

Férmula en polvo

Sin calentar
Bafio Maria

Microondas

Férmula liquida

Sin calentar

INGERIDO

ABSORBIDO

RETENIDO

324.18+15.47°
402.40+17.79
338.12+9.16°

264.71125 .81

(ng/periodo)

258.26115.47
267.44+17.79
255.0349.16

174.35+25.81%

230.45%15.47
244.59+17.79
214.9549.16

154.43425.81%

% A/l

79.44+0.92°
66.11+1.55°
75.33+0.65°

63.9943.83"
73.85+1.34"

% R/A % R/
89.2+0.57°  70.89+1.30°
91.24+0.61°  60.38+1.79"
84.1840.53*  63.4310.98"
86.89+2.28%  56.05+4.72%

83.86+1.14%, 62.02+2.00"

Bafio Maria 278.49+14.71  206.70+14.73*  174.20+14.71°

Microondas 244.02+14.23  125.22+14.23 99.15£14.23*  50.4942.00"  78.21+2.04*°  39.75+3.00*
ANOVA 2 vias *
Tipo =0.0001 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001
Tratamiento p=0.0108 p=0.0321 p=0.0137 p=0.0006 p=0.0001 p=0.0002
Tipo x Tratamiento N.S. N.S. N.S. p=0.0001 N.S. p=0.0002

Valores medtos de 6 animales * error estindar,
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).

En los casos en que la interaccién tipo x tratamiento es significativa * indica diferencias significativas, para el mismo tratamiento,

debidas al tipo. (p<0.05).
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TABLA 33.- BALANCE DE COBRE

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO

% A/l
(ng/periodo)

Leche de vaca
Sin calentar 190.78+4.58  61.53+4.58°  32.05+1.64*
Bafio Marfa  175.8746.16  80.7246.16®  45.52+2.14°
Microondas  179.0034.31  81.84+4.30°  45.46+1.30°
ANOVA 1 via

Tratamiento N.S. p=0.0213 p=0.0001

Valores medios de 6 animales + error estandar. _
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).
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TABLA 34.- BALANCE DE COBRE

GRUPOS INGERIDO ABSORBIDO
% A/l
(ng/periodo)
Férmula en polvo
Sin calentar 138.38+9.90°  90.0249.90°  64.11+2.65°
Bafio Maria 168.63+2.73"  65.99+2.73*  39.04%1.02°
Microondas 174.06£2.69°  96.88+2.69"  55.6110.66"
Férmula liquida
Sin calentar 145.4517.79 93.91+7.79 64.07+1.83°
Bafio Maria 129.3845.47° 86.87+5.47°  66.85+1.39"
Microondas 149.6642.64" 85.46.42.64° 57.0310.76"
ANOVA 2 vias
Tipo p=0.0005 N.S. p=0.0001
Tratamiento p=0.0073 p=0.0217 p=0.0001
Tipo x Tratamiento p=0.0017 p=0.036 p=0.0001

Valores medios de 6 animales + error estindar.
Letras distintas, dentro de un mismo tipo, indican diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05).

En los casos en que la interaccion tipo x tratamiento es significativa * indica diferencias significativas,
para el mismo tratamiento, debidas al tipo. (p<0.05).

SOpE)NSIY




TABLA 35. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Fe, Zn y Cu CORPORAL TOTAL

GRUPOS PESO Fe Zn

(2) (ng) (ug/e) (ug) (ng/e) (ng) (ug/g)
Leche de vaca
Sin calemtar 3935+1.15 608 27+ 23.36b 15.45+0.34b 1002.08+27 50a 2547+ 0.30a 84.16+4 .98 2.13£0.09
Baiio Maria 41.59+() 57 548 60+ 14. 7 lab 13.19+£0.31a 1224 34134 06b 2943 +0.68b 90.00£7.65 2.1520.16
Microondas 39.14+0 96 536.09+13.32a 13.69+0.12a 984.10+17 49a 25.16£027a 96 97+5.63 2.49+0.18
Tipo N.S. p=0.025 p=0.000 p=0.000 p=0.000 N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estandar.

Letras distintas indican diferencias significativas debidas al calentamiento por ANOVA 1 via (p<0.05).



TABLA 36. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Fe, Zn y Cu CORPORAL TOTAL

GRUPOS PESQ Fe ] Zn Cu

() (ng) (ng/s) (ug) (ug/g) (ug) (ug/g)

Fommula en polve

Stn calentar 20.37:0.31 672102372 22661 165 OR5.50117.45 33.2610.63 121.5045.95 410020
Baiio Maria I S510.58 597.85+21 02 244070 a0 3323 3BO+] 1% 115 831 6 57 3506024
3 RSHLAG (2R84 1819 19.8940.9] 070 4314679 St 08l 120452 11.37 378+ 029
Formula liguida
Sin calentar 36 501 0.56% STRI21S 544 21 RG10.62 221 964 3775 34 75L0.9R7 90.RE L §.0H1* 1744023
Bafio Maria ITRMOT2 620.83+19.28 22,690 86 87666:24.17 31,5340.72 90831531 3274020
A Hgroondas 26.83 L0, 40 SO3 40+ BT 221140 58 OONLINHE 3087 33.57:1.20 96,661 0,90 3614037
Tipo p-0.0030 p=0.0337 N5 p=0.0151 N.5. p=0006 . NS
Tratamicnlo NS N.S. NS N5 N.&. NS, NS
Tipo x_Tratamiznto _p=0.0N030 p=0.0204 NS, N.5. N.S. N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales | emor estindar,
Letras distintas indican diferencias signiticativas debidas al calentamientn por ANOVA L via {(p-0.05)

* Diferencias significativais entre tipos dentro del misno tratamiento por ANOVA | via (p- 00.05)



TABLA 37.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE HIERRO EN HIGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO

BAZO PIEL HEMATIES

GRUPOS peso (g) (ng) (ng/g)

(1g) (1g/g) (ng/g) (ng/g)

Leche de vaca

No calentada 1.29+0.10 44.08%+1.69 35.0643.1

Bafio Maria  1.3610.10 44.5415.1 32.99:+2.17 0.1540.03

Microondas ;111006 40.6742.85 31.1742.06 0.11:0.01

12.4330.99 110.46+8.54  9.0+1.0  732.13£31.95
17.2342.53  120.8447.12 7.38+0.31 734.71£20.37

13.3240.57 127.88%17.38 8.97+1.31 760.94439.15

Tratamiento N.S. N.S. N.S.

N.S. N.S. N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales * error estandar.

No aparecieron diferencias significativas debidas al calentamiento por ANOVA 1 via (p<0.05).
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TABLA 38.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE HIERRQ EN HiGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO BAZQO PIEL HEMATIES
GRUPOS peso (g) (ug) (ng/g) peso (g) (ng) {(ng/e) (ng/g) (ng/g)
Férmula en polvo
No calentada 1.1140.037 4829465 43.0445.25 0.09:0.00 17.641.59 211.3430.3 10.580.16 743.9+68.1
Bafio Marfa 1.0740.05 49.7947.06 45,50+4.34 0.0940.00 17.8842.66 208.0432.6 13.7941.42 761.3417.2
Microondas 1.09+0.05 57.9515.80 53424526 0.09+0.60 16.5842.74 193.19431.1. 10.7120.7 782.2146.2
Férmula liquida
No calentzda 0.9840.03 53.33£3.02 55.1444.45 0.0840.00 17.16£1.93 21444275 13.46£1.139 804.80432.0
Bafio Maria 0.9540.04 51.79£.61 54.6745.16 0.0940.02 20.00+2.42 222.1£14.87 14.5840.971 925.78+52.29
Microondas 0.9240.02 59.75+3.28 64.8343.87 0.0840.00 20804171 269.8+15.7 12.2641.95 746.22+54.45
Tipo NS. NS. 0.009 NS. NS. NS. NS. N.S.
Tratamiento NS. N.S. NS. NS. NS. NS. NS. NS.
Tipo x Tratamiento NS. N.S. NS. N.S. NS. NS. NS. NS.

Valores medios de 6 animales + error estindar
* Diferencias entre tipos dentro del mismo calentamiento por ANOVA 1via (p<0.05).

SOpe)MSAY



TABLA 39.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE ZINC EN HIGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO BAZO PIEL HEMATIES
GRUPQS peso (g) (ng) (ne/e) peso (g) {(18) (1e/g) (ne/s) (ue'g)
Leche de vaca
No calentada 1.2940.10 60.2543.76 47.70£4.29 0.1740.01 22004122 200.84124.56 42.93+1.27 13.55.42.13
Bafio Marfa 1.3630.10 71.8743.47 55.73+5.56 0.1540.03 20.48+1.70 155.82+23.03 46.8142.02 11.742.33
Microondas 1.3140.06 64.46+3.16 49.4442.09 0.110.01 26.33+1.84 247.56+30.25 49.5042.97 13.46%1.01
Tratamiento NS. NS. NSS. NS. NS. N.S. NS. NS.

Valores medios de § animales * error estandar.

No aparecieron diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05) ANOVA 1 via.
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TABLA 40.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE ZINC EN HiGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO BAZO PIEL HEMATIES

GRUPOS ey (1e) (ng/g)  peso (g) (g) (hg/g) (ng/g) (ng/g)
Férmula en polvo

No calentada 1.11£0.037 78.04+5.86  70.0334.46  0.09:0.00 25.06+1.08 295.62428.84  65.65+3.01 15.28+3.27

Bafio Maria 1.0740.05  70.1243.61  66.41¥533  0.09:0.00 21.65+2.56 245.40%17.21  57.16+2.76 10.39+1.00

Microondas 1.0940.05  80.37+4.97  74.8246.56  0.09£0.00 22.73+1.06 2694242545  56.1811.77 15.78+2.88
Férmula liquida T T T T

No calentada 0.98+0.03  60.25+2.79  61.67+2.58  0.080.00 18.68£228% 2203142442  733084.03 13.59+0.56

Bafio Maria 0.95+0.04  62.0+4.39 65294277  0.09£0.02  24.45+1.03"*  289.19435.04>  65.12+1.9 13.20£0.40

Microondas 0.9240.02  66.79£3.0  72.23+2.52  0.08+0.00 31.1541.44°  393.52434.31°  63.3849.69 14.19£1.53
Tipo NS p=0.001 N.S. N.S. NS. NS. N.S. NS.
Tratamiento N.S. N.S. NS. N.S. p=0.022 | p=0.036 N.S. N.S.
Tipo x N.S. N.S. N.S. N.S. p=0.001 p=0.008 N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estandar
Letras distintas indican diferencias significativas debido al calentamiento dentro del mismo tipo de leche (p<0.05) ANOVA 1 via.

* Diferencias significativas entre tipos dentro del mismo tratamiento (p<0.05) ANOVA 1 via.
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TABLA 41.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE COBRE EN HiGADO,‘BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO PIEL HEMATIES

GRUPOS peso (g) (ng) (ng/g) (ng/g) (ng/g)

Leche de vaca
No calentada 1.2940.10 26.87+4.18 22.0614.49 454+0.07 6.32+1.08

Bafio Maria 1.3620.10 26.37+7.22 18793350 4.6610.12 9524227
' Microondas 1.314+0.06 24.541+3.28 18.67+2.20 4.610.24 9.88+1.53

Tratamiento N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estandar.
No aparecieron diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05) ANOVA lvia.
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TABLA 42.-CONTENIDO Y CONCENTRACION DE COBRE EN HiGADO, PIEL Y HEMATIES

GRUPOS 'HIGADO PIEL HEMATIES
peso (g) (ng) (ng/g) (ng/s) (rg/g)
Formula en polvo
No calentada 1.1110.037  20.04%3.19 18.0+2.97 6.94+0.54 19.40%11.18
Bafio Maria 1.07£0.05  22.8343.51  21.6£3.48 6424036  9.95+2.55
Microondas 1.0910.05  18.75+2.47 17.59+2.74 6.1910.30 13.16%5.23
Férmula liquida S - )
No calentada 0.9810.03  16.70+1.50 17.074£1.37" 6.52+0.27 13.89H0.78
Bafio Maria 0.95+0.04  28.39+3.84 29.3242.93" 6.99+0.32  21.53+2.53
Microondas 0.92+0.02 27.87+#3.56 30.07#3.83" 5.70+0.88  17.36+5.04
Tipo N.S. N.S. - p=0.013 N.S. N.S.
Tratamiento N.S. N.S. p=0.031 N.S. N.S.
Tipo x Tratamiento N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estandar
Letras distintas indican diferencias significativas debido al calentamiento, dentro del mismo tipo de leche (p<0.05) ANOVA lvia..

* Diferencias significativas entre tipos dentro del mismo tratamiento (p<0.05) ANOVA lvia.
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- TABLA 43.- VALORES DE HEMATOCRITO Y HEMOGLOBINA

GRUPOS He Hb
(mg/ml}) {g/100 ml)
Leche de vaca
No calentada 22.854+0.99 5.051+0.49
Bafio Maria 29.43+2 .87 6.2910.38
Microondas 23.81+1.74 5.5710.46
Tratamiento N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales * error esténdar.
No aparecieron diferencias significativas debidas al calentamiento por ANOVA de 1 via (p<0.05).
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TABLA 44.- VALORES DE HEMATOCRITO Y HEMOGLOBINA

GRUPOS Hc Hb
(mg/ml) (g/100 ml)

Férmula en polvo

No calentada 40.13%2.46 10.031+0.24
Bafio Maria 44.15+1.24 10.70+0.21
Microondas 43.28+0.61 9.9240.22 )
Férmula liquida '
No calentada | 44.25+1.32 11.03+0.24
Bafio Maria 41.53+0.83 10.23+0.84
Microondas 44.0+1.33 9.3940.59
Tipo N.S. N.S.
Tratamiento N.S. N.S.
Tipo x Tratamiento N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estandar.
No aparecieron diferencias significativas por ANOVA de 2 vias (tipo de férmula, calentamiento).
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Resultados

TABLA 45. CONTENIDO DE LACTULOSA Y FUROSINA Y
LA RELACION LACTULOSA/FUROSINA

Férmula Lactulosa (mg L'")  Furosina (mg L") Lu Fu’
A Polvo 143 205 | 0.69
A Liq. esteril. 4556 105 43.4
B Polvo 97 102 0.95

B Lig. UHT 1587 111 : 14.5




Resultados

TABLA 46. NITROGENO TOTAL, NITROGEN NO CASEINICO Y
NO PROTEICO EN TCA (120 ml L)

Férmula NT (mg L™ NNP (mg L) NNC (mg L)
A Polvo 3253 114 830
A Lig. esteril. 3258 153 539
B Polvo 3288 89 524
B Liq. UHT 3233 93 567




TABLA 47.- EVOLUCION PONDERAL (g)

GRUPOS DIA 1 DIA 4 DIA 11
AIN 76 40.24+0.28  54.111+0.38 85.511+2.34
Control 39.86+0.29  53.94+1.74  95.63+2.77
ANOVA 1 via

Tipo N.S. N.S. p=0.0107

Valores medios de 9 a 12 animales + error estindar.
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TAR 48, - INGESTA, COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTARIA (C.E.A.) Y PROTEICA (C.E.A.)

Ingesta (g/dia)  Incremento de peso

GRUPOS ® CEA. CEP. LHS. (%)
Control 10.7240.54 6.30£0.31 0.56£0.03 3.3520.17 4.7240.42
A Polvo 8.70£0.43* 5.0940.31 0.59+0.02 3.48+0.17 3.920045%
A Liq. csterilizado 856:032% . 483024 0.56+0.02 3.494£0.20 5.124031
B Polvo 8.8140.33* 4874029 0.5540.02 3.30£0.12 5.5240.22
B Liq. UHT §.8340.35% 4.94+0.262 0.56£0.01 3.4020.08 5.81+0.18
p=0.0010 NS. N.S. p=0.0046

I . . .
Valores medios de 12 animales £ error estandar,

Los simbolos indican difcrencias significativas (p<0.05) respecto a: *control; T A polvo: ¥ A liq. esterilizada; $ B polvo.

SOPEINSIY



TABLA 49 . - INGESTA, COEFICIENTES DE EFICACIA ALIMENTARIA (C.E.A.) Y PROTEICA (C.E.P.)
DURANTE EL PERIODO DE BALANCE E INDICE HEPATOSOMATICO (1.H.S.)

Ingesta (s.s5.)
GRUPOS (g/dia) C.EA. C.E.P. LH.S. (%)
AlIN 76 9.8940.25 0.474+0.02 2.7440.10 4.90+0.31
Control 10.724+0.54 0.56+0.03 3.351+0.17 4.44+0.34
ANQOVA 1 via
Tipo N.S. p=0.0205 p=0.0033 N.S.

Valores medios de 9 a 12 animales 4 error estandar.
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TAB 50. - INGESTA, COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTARIA (C.E.A.) Y PROTEICA (C.E.A.)

Incremento de

GRUPOS Ingesta (g/dia) C.EA. C.E.P. LH.S. (%)
peso (g)

Control 10.72+0.54 6.30+0.31 0.56+0.03  3.35+0.17  4.72+0.42
A Polvo 8.70+0.43* 5.09+0.31 0594002  3.48+0.17  3.9240.45
A Liq. esterilizado 8.56 +0.32* 4.83+0.24 0.5640.02  3.49+020  5.12+0.31
B Polvo 8.8140.33* 4874029 0.5540.02  3.30+0.12  5.52+0.22
B Lig. UHT 8.83+0.35% 4.9440.262 0.56+0.01  3.40+0.08  5.81+0.18¢
ANOVA 1 via

p=0.0010 N.S. N.S. p=0.0046

Valores medios de 12 animales 4 error estindar.
Los simbolos indican diferencias significativas (p <0.05) respecto a: *control; + Apolvo; 1 A liq. esterilizada; $ B polvo.

sopejmsay




TABLA 51. BALANCE DE NITROGENO

GRUPOS INGERIDO HECES ORINA  ABSORBIDO RETENIDO % A/l %RA %R/
(mg/dia)

AIN 76 272.1946.52  11.41£0.53  73.29+2.94  260.78+6.60  187.49+6.97  957+0.2  71.7+1.3  68.741.2

Control 286.86+15.07  9.77:0.44  54.84%597  277.06+14.90 222.21+13.87  96.5:0.2  80.12.1  77.5:2.1

ANOVA 1 via

Tipo N.S. p=0.0269  p=0.0112 N.S. p=0.0358 p=0.0206 p=0.0026 p=0.0017

Valores medios de 12 animales + error estandar
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TABLA 52 . BALANCE DE NITROGENO

GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO RETENIDO % ANl % R/A % R/
(mg/dia)

Control 286.86115.07 9.7710.44 54841597 277.06214.90 222.21+13.87 96.510.2 80.1+2.1 775821
A polvo 235.8716.68* 12.1740.63 61.3413.05 223.70+6.59* 162.3615.56* 04 840.3* 71.8+1.3 688112
A lig. esteril. 227.6848.63* 16.28+1.32¢ 17.3911.861* 211.4147.96* [74.01£7.92* 92.610.5*t 81.3+1.21 76.4+1.2
B polvo 235.2049.01* 12.4310.74 44.1044.79 222774877 178.6717.71* 94.510.3* 79.8+2.1 76.3£1.9
B lig. UHT 227.7718.71* 12.5540.84 49.3343.35 215.2138.45* 165.38+8.05* 94.240.4* 76.9+1.5 72.8+1.9

ANOVA 1 via

Tipo p=0.0000 p=0.0001 p=0.0030 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0030  p=0.0031

Valores medios de 9 a 12 animales + error estindar.

Los simbolos indican diferencias significativas (p<0.05) respecto a: *control; + A polvo; { A lig. esterilizado; $ B polvo
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TABLA. 53. IN VITRO CALCIO (%)

Tipo DIALIZADO NO DIALIZADO  PRECIPITADO
SOLUBLE
Férmula A polvo 14,842,5* 45,4+1,2% 39,843 4%
Férmula A lig.est. 15,6+0,8* 50,9+1,4% 33,5+1,7%
Férmula B polvo 23,9+1,2% 62,040,61 14,140,6*
Férmula B UHT 24,3+1,1% 64,4+0,21 11,341,2*
ANOVA 1 via p=0.003 p=0.000 p=0.001
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TABLA 54. BALANCE DE CALCIO

ORINA ABSORBIDO  RETENIDO

GRUPOS INGERIDO HECES
% A/ % R/A % R/
‘ (mg/dia)
AIN 76 48.40t1.66  12.50x0.8  2.10£0.18 35.90£1.73 33.80x1.63 73.9+1.8 94.120.5 69.6+1.8
Control 52,79£2.77  10.96404  1.53+0.16 41.83+2.56 40.29+2.46 78.8809  96.3440.3 75.9+0.9
ANOVA 1 via
Tipo N.S. N.S. p=0.0272 N.S. p=0.0387 p=0.0272  p=0.0011 p=0.0053

Valores medios de 12 animales + error estindar.
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TABLA 55. BALANCE DE CALCIO

GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO RETENIDO % A/l % R/A % R/
(mg/dia)

Control 527191277 10.9610.41 1.53+0.16 41.834+2.56 40.2942 .46 73.340.9 96.310.3 759409

A polvo 392712.12* 4.9410.65* 1.0110.08 3433£2.13 33.31142.10* 87.141.7* 06.940.2 84.511.8*

A lig. esterilizada 40.0111.52* 4.35H0.42* 1.3240.12 35.6511.46 34.3311.46 89.0+1.2* 96,2103 B5.611.1*

B polvo 39.82+1.52* 5.2940,92* 1.1730.09 34.5340.96* 33.3610.91* 87.211.8* 96.640.2 84.241,7%

B lig. UHT 38.91+11.48* ‘ 3.9040.30* 0.92+0.21* 35.01£1.38 34.0741.29 89.940.6* 97.440.6 . 87.610.7*

ANOVA 1 via

Tipo p=0.0000 p=0.0000 p=0.029% p=0.0228 p=0.0300 =0.0000 NS p=0.0000

Valores medios de 9 a t2 animales + error estindar

Los simbolos indican diferencias significativas (p<0.05) respecto a: *control; + A polve; 1 A liq. esterilizada; $ B polvo.
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TABLA 56. IN VITRO FOSFORO (%)

Tipo DIALIZADO NO DIALIZADO PRECIPITADO
SOLUBLE
Férmula A polvo 29,6%1,2% 67,5£1,1* 2,940,5
Formula A liq. est. 27,342,1%% 70,1+2,3*%f 2,740,1
Férmula B polvo 24,5+0,5% 73,1+0,7% 2,510,2
Férmula B UHT 25,2+0,7*% 71,4+0,3*¢ 3,440,7
ANOVA 1 via p=0.005 p=0.005 N.S.
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TABLA 57. BALANCE DE FOSFORO

GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO RETENIDO % A/l % R/A - % R/1
(mg/dia)

AIN 76 53.33+1.82 7.9140.30  10.92+0.71 45.42+1.76 34.50+1.49 85.120.6 759413 64.5+1.3

Control 50.57+2.65 2.1443.21 7.39+0.62 48.4312.62 41.04+2.43 95.7+0.4 84.6+1.3 80.9£1.3

ANOVA 1 via

Tipo NS p=0.0000 p=0.0013 NS p=0.0317 p=0.0000 p=0.0001 p=0.0001

Valores medios de 12

animales * error estindar
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TABLA 58. BALANCE DE FOSFORO

GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO  RETENIDO % Al % R/A % R/
{mg/dia)

Control 50.5742.65 2148321 7.3940.62 48.4312.62 41.0442.43 95.64).4 84.641.2 8.9+1.2
A polvo 36.91+2.0* 3.9940.49 5.1940.34* 32.914£2.03* 27.7611.94% 88.8+1.5* 83.811.2* 74.5+1.6*
A lig. esterilizada 37.52+1.43* 3.8440.38 4.071041* 33.68+1.23* 29.6141.24* 89..810.9" 87.9+1.2 78.9+1.4
B polvo 39.1041.49* 4.4740.72 4.231+0.38* 34.6240.96* 30.39+1.03* 88.9+1.4% 87.811.1 77.9£1.3
B lig. UHT 38.93+1 49" 3.5940.33* 5.5740.53 35.3341.43* 29.7611.22¢ 90.740.9* 84.8+1.15 76.4£1.0
ANOVA 1 via

_:l‘ipo p=0.0000 p=0.0001 p=0.0000 p=0.0000 p=0.0042 p=0.0001 NS. NS,

Valores medios de 9 a 12 animales ¢ error estindar

Los simbolos indican diferencias significativas (p<0.05) respecto a: *control; t A polvo, 1 A liq. estesilizada, $ B polvo.
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TABLA 59. IN VITRO MAGNESIO (%)

Tipo DIALIZADO NO DIALIZADO PRECIPITADO
SOLUBLE
Férmula A polvo 30,710,6F 61,00,6* 8,3+0,8%
Férmula A liq. est. 33,0£0,8% 59,7+1,2* 7,310,4*%
Férmula B polvo 27,440,6* 66,4+0,7F 6,210,6*f
Férmula B UHT 24,910,1* 70,01+0,4% 5,110,4*
ANOVA 1 via p=0.001 p=0.000 =0.026

sopeljnsay



TABLA 60. BALANCE DE MAGNESIO

INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO  RETENIDO % A/l % R/A % R/

GRUPOS
(mg/dia) |

AIN 76 5744020  2.16+0.09  0.94+0.04 3.57+0.21 2.63+0.19 61.9+2.1 731412 454421

Control 5.54%029  1.2410.06  1.31:0.14 4.290.28 2.9940.23 76.9+1.1  69.6+2.8  57.615.7

ANOVA 1 via ,

Tipo N.S. p=0.0000  p=0.0306 N.S. N.S. p=0.0000 N.S. N.S.

Valores medios del12 animales + error estindar
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TABLA 61. BALANCE DE MAGNESIO

% R/

‘ GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO  RETENIDO % A/l % R/A
{mg/dia)

Control 5.5440.29 1.24+).06 1.310.14 4.294+0.28 2.9540.23 76.9+1.3 69.612.9 57.611.8
A polvo 4.1940.22* 0.8940.06* 1.35+0.08 3.2940.2% 1.9340.19* 782415 57.5243.4* 45341.2
A liq. esterilizada 4.45H).17* 0.79+0.06* 1.310.09 1.6540.14 2.3510.15 82.11.16* 64.1¥2.4 52.6x1.3
B polvo 4.8410.18 0.940.09* 1.2540.11 3934013 2.6710.15 81.5¢1.51 67.912.8 55.3%1.6
B lig. UHT 4.3340.16* 0.8210.04* 1.3140.13 3511016 2.240.12* 80.8+1.24 63.1£2.6 50.9+2.1
ANOVA 1 via

Tipo p=0.0003 p=0.0001 N.S. p=0.0074 p=0.0014 p=0.0394 p=0.0449 N.S.

Valores medios de 9 al2 animales + error estandar

Los simbalos indican diferencias significativas {(p<0.05) respecto a: *contral; + A polve; 1 A lig. esterilizadz; $ B polvo.
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TABLA 62. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Ca, P, Mg y N CORPORAL TOTAL

GRUPO PESO Ca Mg N
(g) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g)

AIN 76 79.1243.61  547.85+16.87 6.98+0.35 474.90134.03  6.10:0.69  24.75:1.00  0.31+0.00  1999.00£59.37  24.34+0.45

Contro! 92344332 580.01£17.73 6.2940.11 - 506.60+14.02  5.5040.18  20.30£0.33  0.2240.01  1415.26+55.91 15.34+0.40

ANOVA 1 via

Tipo p=10.0272 NS. NS. N.S. N.S. p=0.0028 p=0.0000 p=0.0001 p=0.0000

Valores medios de 6 animales t error estandar.
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TABLA 63. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Ca, P, Mg y N CORPORAL TOTAL

GRUPO PESO Ca Mg
(8) (mg) (mg/g) (mg) (mg/g) (mg) {mg/g) | (mg) (mg/g)

Control 92.3443.32 580.01417.73 6.2%10.11 506.60+14.02 5.5040.18 20.30+0.33 0.2240.01 1415.26+55.90 15.34140.40

A polvo 85.7342.59 559.59+22 .47 6.5310.15 477.58+10.63 5604021 25.3510.75* 0.3010.01 2082.13x47.70%  24.3210.22*

A lig. esteril 82.90+2.29 553.20+17.39 6.2840.17 521.0¢3+45.11 6.3210.60 24.7310.63* 0.25+0.05 2072.60+48.98%  25.033+0.36*

B polvo 86.24x1.79 540.20+29.40 6.2840.27 4947017369 5.7410.86 24.75+1.02* 0.2910.01 2072.03187.52*  24.06t1.11*

B lig. UHT 82,4412 49 515.20+16.99 6.25+0.09 440.704+22.77 5363031 24.2510.80* 0.2940.01 2003.3415291* 74 4040.41%

.
ANOVA 1 via
Tipo N.S. N.S. N.S. N.S. NS. p=0.0007 N.S. p=0.0000 p=0.0000

Valores medios de 6 animales * error estandar.

* indica que es diferente significativamente respecto al control (p<0.05).
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TABLA 64.- CONCENTRACIONES SERICAS DE Ca, Mg, Fe, Zn y Cu

GRUPO CALCIO MAGNESIO HIERRO ZINC COBRE

7 (mg/dI) (mg/dl) (pg/dl) (rg/dl) (pg/dl)
AIN 76 9.334011 2.9910.17 0.27+ 0.09 0.1630. 03 0.03+ 0.04
Control 10.5220.91 2.3730.23 0.30+0.02 0.18+0.02 0.06+0.05
ANOVA 1 via
Tipo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.

Valores medios * error estandar.
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TABLA 65.- CONCENTRACIONES SERICAS DE Ca, Mg, Fe, Zn y Cu

GRUPO

Control

F. A polvo

F.A esterilizada

F. B polvo
F. B UHT

ANOVA 1 via

Tipo

CALCIO MAGNESIO HIERRO ZINC COBRE
(mg/di) (mg/dl) (ng/dD) (pg/dD) (ng/d)
10.84+0.77 2.3740.23 0.300.02 0.18+0.02 0.06+0.05
8.94+0.81 2.4610.18 0.29+0.01 0.16+0.07 0.06+0.08
8.330.6.9 2.34£0.13 0.25£0.03 0.16+0.01 10.0410.10
10.1120.23 2.55+0.22 0.29+0.01 0.160.01 0.4+0.06
9.94+0.21 2.4540.12 0.27+0.03 0.14+0.01 0.03+0.09
N.S. N.S. NS. N.S. NS.

Valores medios * error estandar.
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TABLA 66. IN VITRO HIERRO (%)

Tipo DIALIZADO  NO DIALIZADO  PRECIPITADO
SOLUBLE
Férmula A polvo 27,240,6 62,3+1,8 10,621,7
Formula A lig. est. 26,620,6 60,5+0,7 12,820,5
Férmula B poivo 27,240, 61,140,5 11,740,5
Férmula B UHT 28,5+0,8 62,140,5 9,340,3
ANOVA 1 via NS. NS. NS.
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TABLA 67. BALANCE DE HIERRO
GRUPOS INGERIDO HECES ORINA  ABSORBIDO RETENIDO % A/l % R/A % R/
(ng/dia)
AIN 76 547.41218.74 248334852  24.34%1.58  299.07+18.85 274.72+18.54 54.2+19 91.6£0.7 49.7£2.1
Control 606.72+31.87  259.68+8.56  13.5120.56  347.03%20.06 333.52430.03 56.2#2.1 958+0.3  53.9+2.2
ANOVA 1 via
Tipo N.S. N.S. p=0.0001 N.S. NS. N.S. p=0.0000 NS,

Valores medios de 12 animales * error estandar
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TABLA 68. BALANCE DE 'HIERRO

GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO  RETENIDQ % Afl % RIA % RA
(ng/dia)
Control 606.72431. 259.6818.5 13.5110.56 347.03129, 333.52430. 56.242.3 95.810.3 53.94%1.5
A polvo 414.50£22.4%  11742981* 12.5940.62 297.19421.5 2845942195  71.2423* 95.410.5% 68.03£1.3*
A lig. esterilizada  414.511158%  115.71410.5* 1391108 298.8+12.67 284.88112.44 7224220 95.340.3* 6886120
B polva 50587+19.3*  17620413.8%  19.76%1.68* 329.57£13.9 309.81£13.25  65322.1% 93.910.4* 61,4216
B lig. UHT 446.45£18.62%  156.46+10.05%  12.1430.67 329.98+18.16  317.8418.1 67.642.1* 96,240.3 65.11£2.11*
ANOVA | vis
Tipo P=0.0000 P=0.0000 P=0.0074 NS. NS P=0.0000 P=0.0034 P=0.0001

Valores medios de 9 a 12 animales + error estindar

Los simbolos indican diferencias significativas (p<0.05) respecto a: *control; + A polvo; 1 A lig. esterilizada; $ B polve.
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TABLA 69. IN VITRO ZINC (%)

Tipo DIALIZADO NO DIALIZADO PRECIPITADO
SOLUBLE
Formula A polvo 20,8+0,6* 70,4+1% 8,840,4*
Férmula A liq. est. 19,910,6* 69,9+0,0¢ 10,2+0,6*
Férmula B polvo 24,240,3% 55,440,2% 20,4+0,4%
Férmula B UHT 23,440,9% 48,610,8* 28,0+0,4¢
ANOVA 1 via p=0.004 p=0.000 p=0.000
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TABLA 70. BALANCE DE

ZINC

GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO  RETENIDO % Al % R/A % R/
{ug/dia)

AIN 76 503.14£17.22 384511556 40.2342.50 1186341464 784111655 23.3542.43 57404371 18224287

Control 490.26125.39  292.61+10.57 12.0140.93 197.66+22.51 185.65423. 39.13429 92.31£1.62 36.5443.11

ANOVA 1 via

Tipo NS. p=0.0001 p=0.0000 p=0.0075 p=0.0010 p=0.0004 p=0.0001 p=0.0000

Valores medios de 12 animates + error estandar.
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TABLA 71. BALANCE DE ZINC
GRUPOS INGERIDO HECES ORINA ABSORBIDO RETENIDO % Al % R/A % R/
( wdia)

Control 490.26125.75 292.61£10.57  12.0140.93 197.66422.51 185.65423.05 39.1129 92.3+1.6 36.543.1
A polvo 376.39+17.23*  260.4512048  39.58+3.47* 115.94+17.02*  76.36118.10* 30.714.4 57.817.4* 20.114.8*

A liq. esteril 369.37L14.15* 225.8|£12.10 34.8613.67* 143.56+9.48 108.69+8.97 388422 75.142.4 29412 6

B polvo 482.33118.49 332.02+25.74 41.9]+2 85* 150.32417.38 108.41+17.68 31.543.7 67.114.9*% 22.943.8*

B tig. UHT 474.41118.16 2939411699  37.5744.15* 180.46£19.10 142.89+21.01 37783 .4 75.1£5.9 29.644.1
ANOVA 1 via

Tipo p=0.0000 p=0.0013 p=0.0000 p=0.0229 P=0.0017 NS. p=00005  p=0.0208

Valores medios de 9 a 12 animales * error estindar.

Los simbolos indican diferencias significativas (p<0.05) respecto a: *control, T A polvo; § A lig. esierilizada, $ B polvo.
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TABLA 72. BALANCE DE COBRE

GRUPOS INGERIDO HECES ABSORBIDO % A/l
(ng/dia)

AIN 76 100.62+3.44 77.16£2.38 23.46+2.91 22.8242.32

Control 126.89+6.66 62.03+2.45 64.85+5.53 50.29+2.56

ANOVA 1 via

Tipo p=0.0020 p=0.0002 p=0.0000 p=0.0001

Valores medios de 12 animales + error estandar.
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TABLA 73. BALANCE DE' COBRE

GRUPOS INGERIDO HECES ABSORBIDO % Al
(hg/dia) '

Control 126.8946.66 62.0312 .45 64.854£5.53 50.31+2.2

A polvo 82.0214 44* 49 8512 85* 32.1642.71* 38.912.3+

A lig. esterilizada 78.39+2.98* 45.51+2.41* 32.87+1.91* 421121

B polvo 87.3243.32* 54.9612.99 32354+3.21* 36.843.2*

B lig. UHT 91.7413.51* 51.4112.42 40.3343.09* 43.612.5

ANOVA 1 via

Tipo p=0.0000 p=0.0006 p=0.0000 p=0.0033

Valores medios de 9 al2 animales  error estdndar

Los simbolos indican diferencias significativas (p<0.05) respecto a: *control; + A polvo; 1 A liq. esterilizada; $ B polvo.
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TABLA 74. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Fe, Zn y Cu CORPORAL TOTAL

GRUPOS PESO Fe Zn Cu

(z) (ng) (ng/e) (ne) (ng/g) (ue) {(ug/g)
AIN 76 79.12+3.61 2377+141 30.02+1.01 24434368 30.47+3.20 19946 2.5040.05
Control 92.3413.32 2547+148 27.60.+1.39 30324138 32.86+1.10 284+13 3.075+0.09
ANOVA 1 via
Tipo p=0.0272 N.S. N.S.. N.S. N.S. p=0.0003 p=0.0006

Valores medios de § ¢ 6 animales * error estindar.
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TABLA 75. CONTENIDO Y CONCENTRACION DE Fe, Zn y Cu CORPORAL TOTAL

GRUPOS PESO Cu
(2) (re) (ne/g) (ng) (ng/e) (ng) (ng/g)

Conirol 92.3443.32 2547.00+148.10 27.60+1.39 3031.924133.08 32.8611.10 283.99+13.08 3.081+0.09

A polve 85.731£2 59 3322.92+154.97* 318.69+091* 2745 831226.63 31938221 222 50+18.20* 2.5940.08*

A. esterilizada 82.90+2.29 3135.42+154.56* 37.7411 .06* 2264.58+177.35 29.6311.52 214.1719.61* 2.5840.08*

B polvo 86.24+1.79 3322.404216.78* 38.5142.24% 2832.50+234 .34 33.0343.34 213.004£8.78* 2.474H3.10*

B UHT 82.4442 .49 3322.50+216.81* 40.5143.14* 2702.50+243 .84 32,9243 23 196.0018 28* 2.38+0.04*

ANOVA | via

Tipo N.S. p=0.0274. p=0.0013. N.S. N.S. p=0.0011 p=0.0000

Valores medios de 6 animales + error estindar.

* indica que cs diferente significativamente respecto al control {(p<0.05).
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TABLA 76.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE HIERRO EN HIGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO BAZO PIEL HEMATIES
GRUPOS peso (g) g (ngfg) peso (g} (1g) (ng/e) (ng/e) {(ne/g)
AIN 76 4.1940.27 267.00+38.68 62471604 0.4240.01 R5.44+11.35 204 82431.37 8.6510.40 544.11481.60
Contro] 4254032 320.51431.57 7741977 0.3610.04 60.3613.86 177.43422.23 8.6510.38 665.53194.81
ANOVA 1 via N.S. N.S. N.S. N.S. NS. N.S. N.S. N.S.

Tipo

Valores medios de 5 6 6 animales 1 error estindar
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TABLA 77.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE HIERRO EN HIGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO BAZO PIEL HEMATIES
GRUPOS peso (g) {(rg) (ng/) peso (g) {ng) (re/g) (ng/g) (ng/e)
Control 425£032 3205143157  77.414973 0354003  60.36+3.86 177.43123.23 8.65:037  665.52494.8
A polvo 3874043 262834497  69.76+13.13 0374005  76.0:9.25  228.68+41.48 10.68+0.94  578.84260.97
Aligesteril  4.07£036  300.8149.19  75.45t4.81  036:0.04 82144947 22905141342 L1111  670.68+62.2]
B polvo 465:0.44  389.71£52.76  86.13£14.93  033:03  92.0+188  267.93440.15 1143+07  675.02455.6
B liq. UHT 5142023 4612243132t  89.57:3.25 041001 85.62+13.08 607.07429.81 10.6740.62  736.75+31.89
ANOVA 1 via
Tipo NS. p=0.0190 N.S. NS N.S. NS. NS, NS

Valores medios de 5 a 6 animales + error estindar
* Diferencias entre tipos dentro del mismo calentamiento (p<0.05) ANOVA 1via.
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TABLA 78.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE ZINC EN HIGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO BAZO PIEL HEMATIES
GRUPOS peso (g) (rg) (re/e) peso (g) {ng) {(ng/g) {ne/e) (rg/e)
AIN 76 4194027 121374177 29.56£2.00 0.4240.01 17.28£1.15 4123359 27.03+1.38 8.93+1.51
Contro! 425032 130.8748.14  31.8243.86 0.36+0.04 9.5610.96 2695+1.49  20.5940.27 9.97+1.29
ANOVA | via
Tipo NS. NS. NS. NS. p=0.0009 p=0.0063 p=0.0330 N.S.

Valores medios de 5 ¢ 6 animales + error estindar
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TABLA 79.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE ZINC EN HIGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO A BAZO PIEL HEMATIES

GRUPOS peso (g) {ug) (1g/s) peso (g) (ng) (ng/g) (ng/s) (ng/g)
Control 425$032  130.8748.13 31814386  0.35£0.03 0564096  2695t1.48 20594226  9.97+1.28

A polvo 3874043  130.07£10.57 34.52:2.55  037+0.05 1299+1.57 3734339  32634368*%  10.2242.26

A lig. est 4074036  131.1:19.91  31.66:2.01  036:0.04 1438177  39.96+1.67  2646+1.71  10.1242.56

B polvo 4.65:0.44 15441+17.88 33064132  033+03 1332085 40334388  25.56:1.17  9.34+035
Blig UHT 5141021  146.12£7.19  28.56£165 0415001 19844519 472141125 27.524127  9.9740.49
ANOVA 1 via

Tipo

N.S. N.S. N.S. N.S. N.5. N.S. p=0.0317 N.S.

Valores medios de 5 a 6 animales + error estindar.
No aparecieron diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05) ANOVA | via.
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TABLA 80.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE COBRE EN HIGADO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO PIEL HEMATIES
GRUPOS peso (g) (ng) {ne/e) (ug/e) {ug/s)
4194027 643422 4930, 1540, 83+127
AIN 76 940 3 0 3 68 2.1840.12 783
Control 4.2540.32 35.2643.66 $.2940.50 2.1240.37 6.3141.41
ANOVYA 1 via
Tipo NS. NS. N.S. N.S. NS.

Valores medios de 5 a 6 animales * error estindar
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TABLA 81.- CONTENIDO Y CONCENTRACION DE COBRE EN HIGADO, BAZO, PIEL Y HEMATIES

HIGADO PIEL  HEMATIES

GRUPOS peso (g) (ng) (ng/g) (ng/g) (rg/g)
Control 4254032 35.2543.66 8.29+0.5 2124037 63114
A polvo 3.87+0.43 38.7549.17 9.66+2.1 2.28+0.13  5.02+1.24
A esterilizada  4.07+0.36 24.79+1.57 6.16+037 2.1240.17  5.25+0.84
B polvo 4.65+0.44 43361524 9284041 1.94+0.16  7.88+2.11
B liq. UHT 5142023  32.1333.1  6.28+0.62 2071023  6.39+1.11
ANOVA 1 via

Tipo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.

Valores medios de 5 a 6 animales * error estandar.

No aparecieron diferencias significativas debidas al calentamiento (p<0.05) ANOVA 1 via.
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TABLA 82.- VALLORES DE HEMATOCRITO Y HEMOGLOBINA

GRUPOS Hc Hb
(mg/mi) (/100 ml)

AIN 76 34.1241.40 9.0510.60

Control 35.88+2.08 8.5510.46

ANOVA 1 via

Tipo N.S. N.S.

Valores medios de 6 animales + error estandar.
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'TABLA 83.- VALORES DE HEMATOCRITO Y HEMOGLOBINA

GRUPOS He Hb
(mg/ml) {g/100 ml)
Control 35.8832.08 8.5540.46
A polvo 38.77+2.07 12.3710.52
A esterilizada 38.9010.40 11.55+0.55
B polvo 35.20%1.50 11.7320.36
B lig. UHT 36.57+2.81 12.10+0.77
ANOVA 1 via
Tipo NS. NS.

Valores medios de 6 animales % error estandar.
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Discusion de Resunltados

4.2. Experimentos I y Il
4.2.1.Ingesta y evolucion ponderal

En los animales que consumieron leche de vaca la ingesta alimentaria se situé en unos
120 ml totales, independientemente del calentamiento efectuado (tabla 9). El peso corporal
evolucionod de acuerdo con el estadio fisiologico correspondiente (tercera semana de lactacion)
y paso de aproximadamente 30 g a 40-41 g que es el peso considerado normal para la rata
en el momento de su destete (Saiz y col., 1983; Harkness y Wagner, 1995). sin producirse
diferencias significativas debidas al calentamiento (tabla 11).

Las ratas alimentadas con formula infantil voluntartamente bebieron menor cantidad
de alimento que las que tomaron leche de vaca (tabla 10). Por ello, aunque partieron de pesos
similares a éstas, no alcanzaron al final del experimento pesos equivalentes (tabla 12).
Ademas, en estos animales se observé una influencia del tipo de férmula consumida; la forma
liquida condicion6 una menor ingesta y ganancia ponderal respecto a la férmula deshidratada
(tabla 12). Sin embargo, el calentamiento doméstico de la leche, al bafio Maria o al

microondas no afectd estos parametros.

La diferencia de comportamiento de los animales entre la experiencia I, en la que
utilizo leche de vaca, y la experiencia II, en la que se emplearon férmulas infantiles, podria
relacionarse con la composicion de la leche de vaca que es mucho mas parecida a la leche de

rata que las formulas infantiles (Keen y col. 1981; Saiz y col., 1983; Davis y col. 1994).

Por su parte las dos formulas, aunque tenian practicamente el mismo contenido de
nutrientes, segun indicaciones del fabricantes y nuestros propios analisis (tabla 2), parecieron
tener distinta calidad nutritiva. En este sentido, los analisis efectuados en la tercera
experiencia, que se detallaran mas adelante, revelaron que la férmula liquida posiblemente fue
sometida a un méyor tratamiento térmico que la formula en polvo con una mayor alteracion

de las proteinas, 1o que podria haber condicionado una influencia més negativa sobre el
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Discusién de Resultados

crecimiento, coincidiendo con la bibliografia (Mufioz y col., 1981; Lewis y col., 1982; Marcos
y col., 1984, Tirapegui y De Angelis, 1985; Sakuma y col., 1987). Por un lado, se ha descrito
que el sabor y el olor pueden verse alterados en leche procesada, lo que se asocia a su alto
contenido en lactulosa, producto de isomerizaciéon de la lactosa, (Andrews 1986; Burton 1988)
y fue precisamente la férmula liquida la que contenia una concentracién de este compuesto
mas elevada: 4556 mg/L frente a los 143 mg/L de la formula en polvo. Pero ademas, se sabe
que los productos de la reacciéon de Maillard pueden disminuir la ingesta afectando el peso
corporal (Furniss y col, 1989, Burton, 1994) y la formula liqmda presentaba cierto
pardeamiento, y como se explicara en el apartado 4.3.1. probablemente contenia mayor

proporcion de productos avanzados de la Reaccion de Maillard que la formula en polvo.

La influencia del calentamiento al bafio Maria y al microondas sobre la ingesta y
evolucion ponderal, no se observo quizi porque se reproducian condiciones domésticas
moderadas (Creas y Fungo, 1982; Juncar y Penninks, 1992) y, en caso de haberse producido
habrian sido minimas y quedarian anuladas por el efecto mucho mayor del tratamiento térmico
industrial implicado en la fabricacion de estos alimentos. En este sentido,se ha sefialado que
la alimentacién de ratas en crecimiento con caseina calentada a 121°C origina una disminucién
de la ingesta, incremento de peso y eficacia proteica (Knipfel, 1975), mientras que si la
caseina sélo se calentaba a 35°C, incluso en presencia de glucosa y durante un tiempo
prolongado, no se producia ninguna alteracidn en la ingesta y el peso (Friedman y col. 1988).
Quiza la unica influencia del calentamiento por microondas, que podria relacionarse con una
alteracion del peso, seria la posibilidad de que originara una proporcion elevada de L-
aminoacidos los cuales no son utilizable por el organismo. Sin embargo parece ser que ello

solo se produce en tratamientos por microondas muy intensos, Lubec et al (1989).

Como se puede observar en las tablas 13 y 14, los valores del indice hepatosomatico
obtenidos en este trabajo como corresponde a animales muy jovenes, son inferiores a los
correspondientes a ratas mas adultas (Aspe, 1992; Arce, 1993; Pérez, 1997) y muy proximos

a los descritos para ratas de algo mas de un mes de edad (Aguirre, 1995). Existi6 una pequefia
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diferencia, entre los indices de las ratas alimentadas con formula infantil respecto a las
alimentadas con leche de vaca, siendo éstos significativamente inferiores, lo que se relaciona
fundamentalmente con el peso final del animal (tabla 11 y 12), y con el peso de los higados
(tabla 37 y 38).

El indice hepatosomatico no varié en los grupos de animales que tomaron leche de
vaca (tabla 13), ni en los que tomaron formula infantil, en funcion de su forma de
presentacion ni del calentamiento ensayado (tabla 14). Se sabe que cuando se ingieren
sustancias extrafias el peso hepatico puede elevarse debido a la necesidad de metabolizar el
xenobidtico (Arce, 1993; Lopez-Varela y col., 1995). En el caso de productos de la reaccion
de Maillard, Erbersdobler y col. (1981) demostraron que algunos compuestos de Amadori son
captados por el higado, y se ha descrito que la ingesta excesiva de compuestos de la reaccion
de Maillard produce hepatomegalia (O'Brien y Walker, 1988) aunque esto no se ha detectado
en condiciones mas moderadas (Aspe, 1992).

4.2.2. Biodisponibilidad del calcio
4.2.2.1.Ensayos in vitro

Aproximadamente el 15-20% del calcio de la leche de vaca entera dializo, en
concordancia con los resultados de Shen y col. (1995) y Roig (1996), y casi el doble, un 30%,
en el caso de la leche descremada, de acuerdo con Aguirre (1995). Los valores obtenidos para
las fracciones del no dializado soluble y el precipitado estuvieron en torno al 62% y 20%,
respectivamente, para la leche entera, y 62% y 8%, respectivamente, para la descremada (tablas
15, 16 y 17). Para este ultimo tipo, el rango seria simiiar al observado en otros estudios (Aguirre,
1995). Por tanto, existieron diferencias claras, y significativas, en el dializado y precipitado

debidas a la cantidad de grasa de la leche (Figuras 12,13,14).
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En diversos sistemas in vitro similares al nuestro, se ha descrito también que la grasa
inhibe la dialisis del calcio y dicha interferencia es mas acusada cuando la grasa es de tipo
saturado (Vaquero y col., 19§2; Aguirre, 1995; Pérez-Granados, 1997). Esta interaccion en el
caso de la leche ha sido descrita por Reykdal y Lee (1991). Ello habria que relacionarlo con la
capacidad del calcio de formar jabones insolubles con los 4cidos grasos saturados, especialmente
los de cadena larga (Widdowson, 1965). Los 4cidos grasos saturados mas abundantes de la leche
de vaca son el miristico, palmitico y estedrico, y entre los insaturados el oléico (Bellomonte y
col.,, 1990) y parece ser que precisamente los acidos grasos saturados de entre 12 y 18 carbonos
son los que mas perjudican la absorcion de este mineral (Cheng y col., 1949; Nicolaysen y col.,
1953) frente a los saturados de cadena mas corta y los insaturados (Gacs y Baltrop, 1977, Van

Dokkum y col., 1983; Aguirre, 1995, Pérez-Granados, 1997).

El calcio no dializado soluble tendié a aumentar a medida que avanzaba la digestién
pancreatica, aunque esta tendencia no se aprecia claramente con la leche de vaca entera
aisladamente (tabla 16, Figura 13). En casi todos los estudios de digestibilidad in vitro se ha
observado influencia del tiempo de digestion, aunque ¢ésta ha sido desigual: se -han descrito
elevaciones progresivas de formas no dializadas e insolubles de calcio V(Aspe, 1992; Aspey col.
1993; Aguirre, 1995, Pérez Granados, 1997), disminuciones del no dializado scluble (Aspe y col.
1993, Pérez-Granados, 1997), disminuciones del dializado (Vaquero y col. 1992; Aguirre, 1995;
Pérez Granados, 1997) e incluso elevaciones del dializado (Aspe, 1992). Las diferencias podrian
atribuirse a las condiciones experimentales y al tipo de muestra ensayada. No se observaron
diferencias significativas en la fraccion de calcio no dializado pero soluble entre la leche de vaca
entera y la descremada, y como se ha indicado anteriormente, fue el calcio dializado el que mas
vari¢ debido al contenido de grasa de la leche. Schwartz y col. (1982) también indicaron que la
disponibilidad in vftro de calcio era superior en la leche de vaca desnatada que en la entera,

aunque en su estudio no identificaron el calcio capaz de dializar y solamente el calcio soluble
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total; Reykdal y Lee (1991) encontraron que la diferencia se producia en €l no dializado soluble
en lugar del dializado. También Shen y col. (1995) observaron que el calcio de la leche
descremada de distintas especies tendia a dializar mas que sus homologas enteras. No obstante,
de todo ello no puede deducirse que la ingesta de leche entera frente a la descremada deprima
la absorcion intestinal de calcio, ya que numerosos trabajos demuestran que el calcio lacteo es
altamente disponible (Walstra y Jeness, 1984; Reykdal y Lee, 1991) estando en una forma de
facil asimilacion; practicamente todo el calcio (99%) esta en la fraccion desnatada (Frannson y
Lonnerdal, 1983); dos tercios del total esta en forma coloidal asociada con las micelas de
caseina, en forma de fosfato cdlcico o de iones calcio unidos a los residuos de fosfoserina v el

tercio restante esta en forma soluble (Holt, 1985).

Al igual que ocurre en la fraccion del no dializado soluble, la hora también afecta
significativamente al precipitado, pero en este caso de manera negativa (tabla 17, Figura 14). Se
aprecia claramente que la leche de vaca descremada, que es la que resulté tener mayor porcentaje
de calcio dializado, origind un menor precipitado, con diferencias significativas respecto a la

leche de vaca entera y a las formulas (tabla 15y 17).

La digestiéon in vitro de la férmula liquida respecto a la polvo reveld solo algunas
diferencias significativas que se resumirian en una tendencia a incrementarse las formas de calcio
de bajo peso molecular, dializado y no dializado soluble,(tablas 15 y 16). Este resultado
probablemente se debe a las caracteristicas fisico-quimicas de estas férmulas, y se explicaria la
presencia de emulsionantes, que debido a su naturaleza dipolar pueden atraer cationes divalentes
(Sandstom y col., 1983), y estabilizantes en la formula infantil liquida. En general, la proporcién
de calcio dializado en las dos formulas fue similar a la de la leche de vaca entera y quedd muy
por debajo de la correspondiente a la descremada. Por su parte, el no dializado soluble de las

dos formulas quedd por debajo del nivel de la leche de vaca, particularmente el de la férmula
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en polvo, y el precipitado de ambas formulas fue superior, con algunas excepciones, al de la
leche de vaca (tablas 16 y 17). Los valores obtenidos en este trabajo son del mismo orden que
los descritos por Roig (1997) para distintos tipos de formulas infantiles y leche

de vaca entera.

En la figura ! se representa la cantidad de calcio que se encontraria en la forma dializada
y no dializada a partir del mismo volumen (100 ml) de cada tipo de leche o formula infantil,
calculado a partir del valor porcentual medio de las tres horas de digestion y la concentracion
de! metal en la muestra de partida correspondiente. Como se observa claramente, el calcio
dializado v el no dializado soluble de la leche de vaca entera, seguida de la descremada, por
unidad de volumen, son superiores en relacion a los que aportan las formulas infantiltes, debido
a que contienen aproximadamente una concentracion doble del mineral (tablas 1 y 2), y en el
caso de la leche descremada también a que el porcentaje de dialisis era el mas alto. Para este tipo
de leche se aprecia que la magnitud del precipitado es muy pequefia, al producirse tan solo en
un 8%. A grandes rasgos, las diferencias entre formulas descritas en los valores porcentuales ‘se
mantienen al utilizar esta expresion, ya que la concentracion de calcio de los dos preparados fue

muy similar.

Segun este estudio, la disponibilidad in vitro de calcio de la leche de vaca es superior a
la de las formulas infantiles, y mas todavia cuando se trata de leche descremada, y se observa
una tendencia a mayor disponibilidad de calcio con €l preparado para lactantes liquido respecto
al polvo. Ciertamente, existe una diferencia importante en la forma fisico-quimica de este
elemento entre la leche de vaca y las formulas infantiles, éstas se elaboran a partir de leche de
vaca total o parcialmente desmineralizada y desnatada adicionandose aceites vegetales, su

contenido proteico se modifica cualitativa y cuantitativamente variando la relacién
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caseina:proteinas séricas, y logicamente constituyen el alimento mas adecuado para alimentar a

un bebé cuando no es posible la lactancia materna.

En lo que respecta a los efectos de los calentamientos al bafio Maria y por microondas,
no se ha detectado ninguna influencia significativa en ninguna de las tres fracciones estudiada
tras la digestion in vitro de la leche de vaca entera y descremada (tabla 15, 16 y 17). Tampoco
se han encontrado variaciones debidas al tratamiento térmico en el calcio dializado de las
formulas (tabla 15). No obstante, el calentamiento introdujo ciertos cambios en el calcio no
dializado (tabla 16), favoreciendo las formas solubles en detrimento de las insolubles, este efecto
fue significativo tanto en el calcio no dializado soluble como en el precipitado cuando se calento6

por microondas, y solo en el precipitado en el caso del bafio Maria (tabla 17).

El hecho de que el calentamiento haya ejercido algunos efectos sobre €l calcio de la
férmula en polvo podria atribuirse a su heterogeneidad, 16gicamente mucho menor que en la
férmula liquida, de forma que al calentar reducirian los tamafios moleculares, incrementandose
las formas solubles de calcio y favoreciéndose su disolucién. Por ello, de nuestros resultados
también se deduce que el tratamiento al bafio Maria y por microondas asemeja la formula en
polvo a la liquida. También puede entenderse que este efecto haya sido mas marcado al utilizar
microondas que con ¢l calentamiento convencional, ya que en el primero el agua y las particulas
de leche intentan alinearse con el campo electromagnético y se origina una rotacion dipolar con
la consecuente friccion intermolecular que llega a romper los puentes de hidrogeno débiles
favoreciendo la disolucién. Por otra parte, la polarizacion iénica también se produciria en el
calcio, asi como otros elementos ionizados, que en su migracion electroforética colisionaria con |
otras moléculas e iones (Yeo et al, 1991) todo ello contribuiria a reducir los tamafios de las

particulas y favorecer la disolucidn.
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Figura 1. Valores absolutos de Ca
mg/100 ml
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4.2.2.2.Ensayos in vivo

Como corresponde 2 la ingesta alimentaria (tabla 9), la cantidad de calcio ingerida no-
mostré diferencias significativas entre los grupos que tomaron la leche de vaca entera, sin
calentar o bien calentada al bafio Maria o al microondas. Tampoco se vieron afectadas la
absorci6n ni retencion aparentes de calcio, aunque para Hegar a esos valores las ratas alimentadas
con la leche tratada al bafio Maria utilizaron el calcio con una eficacia digestiva, metabolica y
nutritiva global superiores respecto al resto de los animales (tabla 18). Por lo tanto, tampoco
se modificaron el contenido absoluto mi la concentracion del mineral en el cuerpo de los animales

al final del experimento (tabla 26).

Ya se ha comentado, los tres grupos de ratas que tomaron la férmula infantil liquida
bebieron menor cantidad de alimento (tabla 10), y como consecuencia, ingirieron
significativamente menos calcio que los que tomaron formula en polvo (tabla 19). Ese efecto
principal provoco también una reduccién significativa de la absorcion de calcio con respecto a
los que tomaron férmula en polvo reconstituida, a pesar de que los animales intentaron absorber
el calcio del preparado liquido con mayor eficacia, como se demuestra por las diferencias
significativas en el porcentaje A/l debidas al tipo de formula. El balance de calcio también fue
mas bajo en los grupos que tomaron el preparado para lactantes liquido debido, por un lado a
la inferior absorcidn, y por otro a que la eficacia de utilizacién metabolica (%R/A) fue también
mas baja respecto a los animales que tomaron la formula en polvo. Bs decir, parte del calcio
absorbido se elimind por orina, con una eliminacion media de 0.7 y 3 mg /periodo en los grupos
que tomaron la formula la férmula en polvo y liquida, respectivamente. En consecuencia, la

utilizacién nutritiva global fue menor en estos animales (Fig 15).

En ratas lactantes existe un sistema de transporte intestinal de calcio por difusion
{Bronner y col. 1992), independiente de la vitamina D, hasta el comienzo de la tercera semana
de edad, a partir de entonces aparece €l transporte activo saturable mediado por un transportador
{(Ghishan y col., 1980).Los ensayos realizados con la leche de vaca y las formulas infantiles

revelan que entre los dias 16 y 22 las ratas fueron capaces de absorber una proporcion bastante
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alta de calcio cuando ingerian menor cantidad del mismo, lo que parece reflejar la existencia del
transporte activo. Asi, el orden observado en la digestibilidad fue descendiente en los grupos:
formula liquida > férmula en polvo > leche de vaca. Pero a este efecto también han podido
contribuir en alguna medida determinados componentes que abundan maés en las formulas y que
estimulan el treinsporte intestinal del elemento, entre ellos destacaria la lactosa. Estudios hechos
con ratas y otras especies de mamiferos (Ziegler y Fomon, 1983) sugieren que la lactosa favorece
al absorcion de calcio, asi como la de magnesio y hierro entre otros elementos. El que las
formulas se suplementen con sales de calcio como citratos, carbonatos, cloruros, y fosfatos mono,
di y tribasicos (Miles, 1982; Packard, 1982} también ha podido ejercer un efecto activador, asi
como una retacién Ca/P mas favorable y una mayor presencia de proteinas séricas (Lonnerdal,
1989).

Diversos estudios han demostrado que los productos de la reaccion de Maillard pueden
incrementar las pérdidas urinarias de distintos elementos, entre los que se encuentra el calcio
(Hurrell 1990; Aspe, 1992) que se excretaria en formé de complejos de alto peso molecular
(Rendelman, 1987). Esto apoyaria que el consumo de la formula infantil liquida implica una
ingesta mas elevada de productos de la reaccién de Maillard, que serian absorbibles en gran
medida ¢ interaccionarian con el metabolismo del calcio en etapas postabsortivas. De hecho, la
capacidad de incrementar la absorcion del mineral estaba inalterada en los animales que
consumieron este preparado, los cuales presentaron un incremento en la digestibilidad aunque
con ello no consiguieron igualar los valores de retencion de ios lactantes alimentados con el

preparado en polvo.

Al igual que ocurria en el ensayo realizado con leche de vaca, el calentamiento doméstico
realizado no llegd a modificar la absorcidén aparente ni e} balance de calcio en las ratas lactantes
que tomaron férmula infantil como tnico alimento (tabla 19). No obstante, el calentamiento al
bano Maria de la formula en polvo origind una pequefia elevacion del coeficiente R/A, similar
a la observada al calentar la leche de vaca por el mismo procedimiento (tabla 18), aunque no se

modificaron ni la digestibilidad ni la utilizacién nutritiva. Sin embargo, cuando se calentaba al
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bafio Maria la férmula liquida se redujo significativamente la utilizacién metabélica y nutritiva
global del calcio. Por su parte, el calentamiento por microondas de la férmula liquida incidio
disminuyendo la digestibilidad del calcio. A pesar de lo antedicho, todas estas modificaciones,
aunque significativas, fueron de escasa cuantia y ni la absorcion ni la retencion de calcio llegaron

a variar en funcion del calentamiento aplicado.

En conjunto, estas eficacias de utilizacién digestiva, metabolica y nutritiva son elevadas,
Io que debe relacionarse con la etapa de lactacion en que se encontraban estos animales, que
implica unas necesidades incrementadas de todos los nutrientes. Kunz y Lonnerdal (1990)
indicaron que ratas lactantes de 14 dias absorbian e! 89% del calcio administrado en forma de
leche humana o leche de vaca y en torno al 93% cuando procedia de formula infantil, porcentajes

muy parecidos a los de nuestro trabajo.

Coincidiendo con los datos de retencién calcica, los animales que tomaron formula
infantil calentada por uno u otro procedimiento tenian un contenido corporal y concentracién de
calcio similar al de los que tomaron la férmula sin calentar (tabla 27). No obstante, a diferencia
de lo hallado mediante la técnica de balance, no se obsg-.rvaron diferencias significativas en el
contenido corporal debido al tipo de férmula. Solamente aparecieron diferencias en la
concentracion corporal de calcio, que fue superior en los grupos que tomaron la formula liquida
frente a la formula en polvo debido fundamentalmente a su menor peso (tabla 27). Elio ha
podido suceder por la necesidad de mantener el esqueleto aunque los animales fueran de peso
relativamente bajo, de hecho, la concentracion corporal de fésforo, elemento relacionado con el
calcio en la constitucion del esqueleto, también estaba elevada en esos animales (Gamer y col.
1995).
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4.2.3.Biodisponibilidad del fosforo

4.2.3.1.Ensayos in vitro

Los resultados de la disponibilidad in vitro de fosforo, y del resto de los elementos que
se comentaran posteriormente, se presentan de forma combinada uniendo los datos de 1h, 2h y
3h, va que la influencia del tiempo de digestion no fue significativa (tabla 20). Esto también ha

sido observado para este micronutriente por otros autores (Aguirre, 1995).

En principio puede decirse que las diferencias en la distribucion del fosforo durante la
digestion in vitro son debidas a la cantidad de grasa: la leche descremada en comparacién con
la entera, permite una mayor formacion de fésforo soluble no dializado y menor precipitado,
aunque en las muestras no calentadas las diferencias no llegaron al nivel de significacion
estadistica. Esto concuerda con lo descrito previamente por Aguirre, 1995, quien al ensayar dietas
con un contenido de grasa de un 8% y un 2% obtuvo que la dieta con mas grasa dio lugar a

mayor proporcion de fésforo precipitado y una cierta disminucion del no dializado soluble.

Estos resultados recuerdan a lo ya descrito en el caso de la dispontbilidad in vitro del
calcio, que cuando procedia de leche descrernada se solubilizaba mucho mejor manifestandose
claramente en las fracciones dializada y precipitada. También se observa que las formas solubles
de fosforo se incrementan con este tipo de leche respecto a la entera, aunque en este caso se trata
de compuestos de mayor peso molecular que no dializan y ademas las diferencias no son tan

marcadas como en el calcio (tablas 15-17).

En las férmulas infantiles la distribucion del fosforo en las distintas fracciones se vio
afectada por el tipo de formula y por el calentamiento. La comparacion de las dos formulas sin
calentar revela que la didlisis se estimuld con la formula liquida y al mismo tiempo se redujo
ligeramente el precipitado, sin existir modificaciones significativas en el no dializado soluble.
Ademas, esta formula liguida sin tratar favorecio la disponibilidad in vitro del fésforo respecto
a los dos tipos de leche de vaca, lo que se observa en las fracciones del dializado y precipitado
(tabla 20).
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El contenido de fosforo de los preparados para lactantes utilizados en este estudio es
mucho mas bajo (0.3 mg/ml} que el de la leche de vaca (1.2 mg/ml) (tabla 2), siendo el primer
valor mucho mas parecido al de la leche de mujer (0.14 mg/ml). Estos datos estan en el rango
de los indicados por Roig (1997), tanto para la leche de vaca, de mujer asi como para las
formulas infantiles. En la figura 2 se indica la cantidad de fosforo dializada, no dializada y
precipitada por 100 ml de leche de vaca o férmula infantil. Debido a que la leche de vaca
contiene aproximadamente tres veces mas fosforo que la formula infanti! empleada (tablas 1 y
2), 1a cantidad de fosforo en cada una de estas fracciones, segiin esta expresion, resulta también
tres veces superior con la leche de vaca independientemente de su contenido graso, ya que las

diferencias en los valores porcentuales (tabla 20) fueron mucho mas pequefias.

Ei calentamiento de la leche entera, tanto al bafio Maria como por Microondas, produjo
una elevacion del fosforo dializado y una disminucion el no dializado soluble, permaneciendo
practicamente invariable el precipitado (tabla 20). En la leche descremada ambos calentamientos
originan una elevacion del no dializado soluble, mientras que las otras dos fracciones tienden a
disminuir de forma mas significativa el precipitado. Ei caleﬁtamicnto al bafio Maria de la
formula infantil liquida, pero no el de la formula en polvo, incremento el fésforo dializado y

precipitado y disminuy0 la fraccidn soluble no dializada.

El porcentaje de fosforo precipitado es muy bajo tanto en la leche de vaca como en los
preparados para lactantes y tan solo se observé una disminucion de esta fraccion por efecto del
calentamiento en el caso de la leche de vaca descremada y un ligero incremento en el caso del

calentamiento al bafioc Maria de la formula liquida.

En la leche de vaca un 20% del fosforo esta en forma de fosfato organico esterificado
unido a la caseina, estando el resto como fosfato inorganico (Jenness, 1974) del cual un 56% es
soluble, principalmente estad en forma de iones fosfato libre (Holt, 1985). Por su parte, en la
leche materna, el 23% del fosforo esta unido a proteinas (Harzer y col., 1986b), un 15% esta en
forma inorganica y el resto unido a lipidos (Renner, 1983). Se ha indicado que al realizar un
calentamiento moderado de la leche (55-60°C) se puede producir una integracion del fosfato

calcico en suspension en las micelas de fosfocaseinato, aunque este proceso es parcialmente
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Figura 2. Valores absolutos de P
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Figura 16. Distribucion de fésforo tras la digestién in vitro
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reversible, podria explicar la elevacion del fosforo no dializado soluble en el caso de la leche de
vaca descremada. ( Kannann y Jenness, 1961). Ademds, probablemente se trata de una forma
biodisponible; ya que se ha sefialado que la absorcién de calcio en forma de fosfocaseinato es
elevada y posiblemente también la del fosforo (Hazell, 1985), es decir, ese fosforo no dializado

soluble tendria la capacidad de absorberse in vivo.
4.2.3.2.Ensayes in vivo

La ingesta de fosforo no mostro diferencias entre los tres grupos que tomaron leche de
vaca sin tratar o tratada al bafio Maria o por microondas (tabla 21). No. obstante, ambos
calentamientos produjeron una elevacion de la utilizacion digestiva y metabdlica del fosforo, lo
que también se detectd en la utilizacion nutritiva, particularmente cuando se calento la leche al
bafio Maria. Ese aumento de la eficacia de absorcion podria relacionarse con e} incremento de
fosforo dializado, que se observo al estudiar la digestibilidad in vitro de 1a leche de vaca entera
calentada al bafio Maria o por microondas. Sin embargo, no se llegd a alterar ni la absorcién ni
la retencion del elemento, como tampoco se modificaron los contenidos corporales de fosforo

al final del experimento (tabla 26).

Las ratas que consumieron la formula liquida ingirieron significativamente menos
alimento que las que tomaron la férmula en polvo (tabla 22), por lo que la absorcion y retencion
de fosforo fue también mas baja. Pero ademss, la digestibilidad del nutriente fue menor en los
grupos que tomaron la formula liguida sin calentar y tratada al microondas respecto a los
correspondientes de formula en polvo. Sin embargo no se apreciaron diferencias debidas al tipo

de formula en los coeficientes de utilizacidn metaboiica y utilizacidon nutritiva.

Con respecto a los efectos debidos al tratamiento térmico de estos preparados para
lactantes, ni el bafio Maria ni el microondas indujeron modificaciones en la ingesta, absorcion
ni retencidn del mineral. Sin embargo, la utilizacion digestiva tendid a disminuir en los animales
que tomaron las formulas sometidas a tratamiento térmico, a excepcion de los que tomaron la

formula liquida tratada al bafio Maria . Tanto en la férmula liquida como en la formula en polvo
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la utilizacion metabdlica y nutritiva fueron mas bajas en los grupos que consumieron las formas
calentadas al bafio Maria o por microondas.

El contenido de fésforo de los animales al final del experimento, no varid
significativamente en funcion del tipo de férmula ni del calentamiento (tabla 27). En principio
ello contrasta con el menor balance del mineral de las ratas que tomaron la formula liquida
respecto a la férmula en polvo, aunque parece que la tendencia se mantiene cuando se
contemplan los grupos que bebieron formulas calentadas, aunque sin llegar al nivel de
significacion estadistica a través del test de ANOVA de dos vias aplicado. Por su parte la
concentracion de fosforo si se vio afectada por el tipo de formula consumida; fue mayor en las
ratas que ingirteron la formula liquida, lo que ya se ha descrito para el calcio y se relacionaria
con la participacion de ambos minerales en la constitucion del esqueleto. En distintas situaciones
de nutricion deficitaria se ha encontrado que determinados tejidos se salvaguardar en la medida
de lo posible, entre ellos el cerebro, el higado, el esqucléto, y que una deficiencia en el
crecimiento suele ir asociada con cambios en la concentracién de elementos en los distintos
tejidos(Vaquero y Navarro, 1993).

La cantidad de fosforo presente en los cuerpos de 1os animales que tomaron las formulas
infantiles no varid por el calentamiento, aunque se observaron ciertos cambios en el contenido
relativo de fosforo, que estuvieron al borde de la sigxﬁﬁcaci()n estadistica en el caso de la
férmula liquida (p=0.05) y tuvieron mayor siguificacidén por el calentamiento al bafic Maria de
la formula en polvo que supuso un incremento en las concentraciones corporales de fosforo (tabla
27).

En resumen, podriamos indicar que el tipo de alimento fue el condicionante mas
importante de la utilizacion nutritiva del fésforo. Esta fue mucho mas adecuada en las ratas que
bebieron leche de vaca frente las férmulas infantiles, y de ellas superior con la forma en polvo.
Sin crhbargo, el calentamiento favorecié la utilizacion nutritiva del mineral en el caso de la leche
de vaca y la disminuy0 cuando se tratd de las formulas infantiles, pero en ningun grupo se altero

ni la absorcion ni la retencidén corporal de fosforo.
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4.2.4.Biodisponibilidad del magnesio
4.2.4.1.Ensayos in vitro

El comportamiento del magnesio durante la digestion in vitro de las distintas muestras
estaba modulado por el tipo de leche o férmula infantil, el calentamiento e incluso ia interaccion
de ambas variables (tablas 23). Los .valores obtenidos en el presente trabajo son del orden de los
descritos en otros trabajos para leche descremada (Aguirre, 1995) asi como para distintas
formulas infantiles, leche humana y leche de vaca en las que se estudid el magnesio soluble e
insoluble tras una digestién in vitro que difiere en algunos aspectos de la aplicada en nuestro
estudio (Lonnerdal y col.,, 1993).

Al digerir la leche descremada, se produce menor magnesio precipitado que al utilizar las
otras muestras, lo que se asocia con la mayor proporcion de magnésio no dializado pero soluble,
ya que el dializado en todo caso tendid a ser menor con este tipo de leche. La influencia negativa
de la grasa en la biodisponibilidad in vitro de este elemento ya se ha indicado en otros estudios
realizados con dietas completas que unicamente diferian en. la cantidad de grasa; las dietas
hipograsas favorecian la formacion de magnesio no dializado soluble e impedian la precipitacién

del mineral (Aguirre, 1995).

Se observaron también ciertas diferencias significativas en el resto de las muestras pero
éstas fueron de menor magnitud que las que se produjeron respecto a la leche descremada: el
magnesio precipitado durante la digestion de la formula infantil liquida se situé en valores
intermedios entre los de la leche de vaca descremada y aquelios de la leche de vaca enteray la
férmula en polvo, que presentaron los valores mas altos y sin diferencias significativas entre si.
También el magnesio soluble no dializado de la férmula liquida se situé entre el de la leche
descremada, que fue superior, y los correspondientes a la leche de vaca entera y férmula en
polvo (tabla 23). Estos resultados recuerdan los obtenidos para cotros elementos, calcic y

magnesio, cuya solubilidad se incrementaba con la leche de vaca de menor contenido graso y
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Figura 18. Distribucién de magnesio tras la digestion in vitro
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Figura 3. Valores absolutos de Mg
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con el preparado en forma liquida, lo que parece relacionarse con las caracteristicas fisico-

quimicas del alimento que se digiere por este sistema in vitro.

245



Discusion de Resultados

Cabe destacar que la cantidad de magnesio que queda insoluble después de 1a actuacion
de los enzimas digestivos es muy pequeiia, entre el 2 y el 7%, porque ya en la leche de partida,
antes de someterla al proceso de digestion in vitro, aproximadamente el 65% del magnesio es
soluble y estd en la fraccién desnatada (40% como citrato magnésico, 7% como fosfato
magnésico y un 16% esta libre en forma de ion), estando el resto unido a la caseina en una
suspension coloidal (Fransson y Lonnerdal, 1983; Hazell, 1985; Lonnerdal y col., 1993;); y
logicamente la digestion ha supuesto un incremento de la solubilidad y una disminucion del
precipitado. Los resultados de nuestro trabajo concuerdan por tanto con los de Lénnerdal y col.
(1993), que obtuvieron en distintos tipos de leche, incluyendo féormulas infantiles, una
insolubilidad del magnesic entre el 35% y el 4%, que después de la digestion con pepsina y

pancreatina se redujo a un intervalo de 8 a 2%.

La leche de vaca contiene aproximadamente el doble de magnesio que las formulas: 10.4
frente a 5.1 mg/ml, respectivamente, segun datos analiticos de esta tesis (tabla 1 y 2). En la
figura 3 se puede observar que esta diferencia se mantiene en las distintas fracciones resultantes
de la digestion in vitro, se obtuvo una cantidad de fésforo dializado doble con la leche de vaca
respecto a las formulas; también el no dializado soluble guarda esta proporcién aunque en el caso
de la leche descremada es algo mayor. El precipitado es pequefio en todos los casos pero cabe

destacar que en la leche de vaca entera duplica al resto de las muestras.

El calentamiento de la leche de vaca entera (tabla 23), independientemente de la forma
de realizarlo, no modific6é el magnesio en ninguna de las tres fracciones estudiadas. Tampoco
se alterd la porcion del elemento dializado y no dializado soluble de la leche de vaca descremada
calentada por cualquiera de los dos procedimientos. No obstante, al calentar este tipo de leche
disminuyé el magnesio precipitado, aunque sin diferencias significativas con el control cuando
se realizé por microondas. Esta modalidad de calentamiento aplicada a las dos formulas
infantiles origin un descenso del magnesio dializado y simultaneamente una elevacion del no
dializado soluble. El calentamiento convencional de la formula liquida también tendio a reducir

el dializado e incrementar ¢l no dializado soluble, cambios que se produjeron sin diferencias
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significativas respecto al control no calentado pero se asociaron a un descenso del magnesio
precipitado. Ademas podria apuntarse que el calentamiento por microondas de las férmulas
infantiles ejercid un efecto mas marcado sobre el magnesio soluble, incrementando el de mayor

peso molecular y disminuyendo el que es capaz de dializar.

Aunque se carece de datos referidos a efectos del calentamiento moderado de leche sobre
la biodispombilidad in vitro de magnesio, Aspe (1992) dirigid, por €l mismo método empleado
en nuestro trabajo, dietas que contenian como unica variable caseina sin tratar o calentada a
150°C y también obtuvo que el tratamiento térmico incrementaba el magnesio no dializado

soluble a la vez que disminuia las fracciones de dializado y precipitado.
4.2.4.2.Ensayos in vivo

Como corresponde a los cambios descritos del consumo alimentario, las ratas alimentadas
con la leche de vaca sin calentar o sometida a calentamiento -ingirieron una cantidad de
magnesio similar. La absorciéon y retencion del elemento tampoco de afect6. E! unico parametro
que mostro variaciones fue la digestibilidad, que se elevd en los grupos que tomaron la leche de
vaca tratada al bafio Maria o con microondas (Tabla 24). No es de extrafiar que las variaciones
hayan sido minimas, y ni siquiera se detectaran en la composicion corporal (tabla 26), ya que
tampoco en los ensayos in vitro se apreciaron influencias debidas al calentamiento de este tipo

de leche (tabla 23).

Al igual que se ha indicado para la ingesta de alimento (tabla 10) y los balances calcio
y fosforo (tablas 19 y 22), el magnesio ingerido por las ratas alimentadas con la formula liquida
fue inferior respecto a las que tomaron la férmula en polvo (tabla 25). Por ello, también fueron
menores las cantidades de Magnesio absorbidas y retenidas. Ademas, la digestibilidad fue menor
en el grupo de animales que consumid la formula liquida sin tratar respecto al de la formula en
polvo no tratada. No obstante, por el calentamiento dicha digestibilidad se alteré de forma
diferente en una u otra férmula infantil. En la utilizacién metabdlica y nutritiva no se

manifestaron diferencias debidas al tipo de formula.
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Diversos enfoques en estudios realizados con is6topos, han encontrado valores absorcion
de magnesio de leche humana y férmulas infantiles del mismo orden de los nuestros (Schuette
y Ziegler, 1990) o algo superiores, entre €l 80 y el 82% (Liu y col., 1989). En este ultimo rango
se situarian la absorcion de magnesio de nuestros valores para la leche de vaca o serian incluso
mayores. Lonnerdal y col., 1993, estudiaron la posible influencia del tipo de leche o formula,
con marcaje radioactivo y encontraron qﬁe la capacidad de retencion de magnesio era similar con
leche de vaca, leche humana y una variedad de nueve formulas infantiles, aunque el valor
referido como porcentaje de 1a dosis era algo superior al %R/1 encontrado en nuestros ensayos.
En nifios a término y pretérmino se ha hallado mediante técnicas de balance una absorcién de
magnesio del 55 al 75% (Slater y col., 1961, Stromey col., 1969; Schanler y col., 1985), valores

que estan dentro del mismo rango que los obtenidos con ratas (Lonnerdal y col 1993).

La diferencia entre los efectos del consumo de leche de vaca y de formulas se aprecia no
solamente en la cantidad de magnesio ingerida, sino también en la digestibilidad y utilizacion
metabdlica (tablas 24 y 25). Por un lado se ha indicado que las ratas de esta edad tienen una
capacidad limitada para absorber magnesio y otros elementos mediante transporte activo debido
a la inmadurez de su aparato digestivo (Ghishan y col., 1980; Lonnerdal, 1989; Lénnerdal y col.,
1993), pero estos ensayos se han realizado al final de la lactacion y es posible, como sugerimos
al discutir los resultados de la biodisponibilidad de calcio, que este mecanismo pudiera haber
tenido cierta relevancia. En este sentido, en un estudio en personas adultas se obtuvo que el
porcentaje de absorcion real de magnesio era inversamente proporcional a su ingesta, asi fue del
75% cuando ésta era de 23 mg/dia, del 44% cuando era de 240 mg/dia y del 24% cuando era
de 1.764 mg/dia (Grahan y col, 1960), lo que se explica por los sistemas de transporte de

magnesio: activo, que se satura a bajas concentraciones luminales del mineral, y de difusion que
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Figura 19, Utilizacion digestiva y nutritiva de magnesio
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actia cuando las concentraciones son mas altas (Shiles, 1984). Ademas, s¢ ha indicado que existe
un paralelismo entre los mecanismos de transporte de magnesio en ratas y humanos (Meneely
et al.,, 1982); la mayoria del magnesio se absorbe en el ileon y el colon, mediante difusion

pasiva, transporte activo y arrastre por solvente {Hardwick y col. 1991).
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Por todo ello, es factible en nuestros ensayos con ratas lactantes alimentadas con leche
de vaca y formulas infantiles, que la mayor ingesta de magnesio en las primeras se asociara con
una utilizacion digestiva algo inferior respecto a las segundas. Sin embargo, si comparamos el
comportamiento de los animales que tomaron el preparado liquido frente al polvo, €stos no
fueron capaces de absorber el magnesio mas eficazmente, aunque si consiguieron absorber algo
mejor el calcio como se ha comentado anteriormente. No disponemos de una razén clara que
explique tal resultado. Sin embargo, es cierto que las cantidades de magnesio ingeridas por las |
ratas que tomaron leche de vaca fueron aproximadamente tres veces superiores respecto a las que
tomaron formulas infantiles, pero el consumo del preparado infantil en una u otra forma
comercial no influyé tanto en este parametro. Ademas, la absorcion del magnesio no estd sujeta
a un control homeostatico tan estricto como la del calcio, porque también se regula a nivel
metabolico, modificando sus pérdidas urinarias (Linder, 1988b). Por ltimo cabe pensar que el
distinto tratamiento térmico utilizado en la elaboracion de la férmula en polvo y la liquida haya

afectado de manera desigual a las digestibilidades del calcio y del magnesio.

Aunque la digestibilidad del magnesio tendio a disminuir por el consumo de leche de
vaca, dicho régimen de alimentacion supuso una mayor utilizacidén nutritiva del elemento en
comparacion con la alimentacion de estos animales con formulas infantiles. La causa de ello
estuvo en la elevacion de la utilizacién metabodlica cuando se tratd de leche de vaca, lo que
nuevamente habria que relacionarlo con la capacidad de regular 1a homeostasis de este elemento

a través de su transporte renal.

La influencia del calentamiento doméstico aplicado a las formulas infantiles se manifesto
en la absorcion, el balance y los coeficientes que cuantifican la utilizacion digestiva, metabolica
y nutritiva (tabla 25). Se produjeron descensos en la eficacia de absorcion del mineral,
particularmente en los grupos alimentados con la férmula en polvo tratada al bafioc Maria y la
liquida al microondas, lo que condicioné absorciones significativamente inferiores respecto a su
correspondientes controles. Pero ademas, la utilizacién metabdlica disminuyod por ambos

calentamientos y en los dos preparados, aunque sin diferencias significativas entre la formula en
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polvo tratada al microondas y sin tratar, de forma que el balance del mineral tendié a reducirse
por el tratamiento térmico, aunque las diferencias debidas al calentamiento al bafio Maria de 1a
formula en polvo no fueron significativas respecto a la no calentada. Por wltimo, 1a utilizacion
nutritiva, que engloba la influencia tanto a nivel digestivo como metabdlico, muestra que en las
dos formas de preparado el calentamiento doméstico ejerci6é un efecto negativo, que no vario en

funcion de que éste fuera convencional o por microondas.

El contenido'corboral de magnesio al final del experimento fue menor en las ratas
alimentadas con la férmula infantil liquida respecto a la equivalente en polvo {tabla 27),
coincidiendo con los resultados del balance. Sin embargo, la concentracion del mineral en el
cuerpo no se alterd, en contraste con los incrementos relativos de calcio y fosforo ya comentados,
lo que se interpretaria porque estos dos minerales son constituyentes fundamentales del hueso
mientras que el magnesio, aunque también participa en la estructura Osea, esta presente en una

mayor cantidad en otros tejidos, como es el musculo (Schaafsma, 1997).

En los analisis de composicion corporal no se aprecid ninguna influencia negativa del
consumo de los preparédos para lactantes previamente sometidos a calentarmento por microondas
o al bafio Maria, vy estos resultados estarian apoyados por los del ensayo in vitro. Sin embargo,
el balance de magnesio disminuyd en los grupos alimentados con las férmulas tratadas
previamente al bafio Maria ¢ con microondas, algo que también se apunté con menor intensidad
en el calcio y el fésforo, y aunque las diferencias fueron significativas, especialmente para la
formula liquida, se trataba de retenciones de tan solo 1.5 y 0.7 mg de magnesio en los 6 dias que
durd el periodo experimental, diferencia que no se detectd cuando se determiné el contenido total

de magnesio en el cuerpo, que fue aproximadamente 10 veces superior.
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4.2.5.Biodisponibilidad del hierro
4.2.5.1.Ensayos in vitro

Los valores del porcentaje de hierro en cada una de las fracciones obtenidas tras la
digestion in vitro son del mismo orden que los descritos en trabajos anteriores de nuestro grupo
(Aguirre, 1995), aunque quiza €l no dializado soluble ha resultado mayor en nuestro estudio
(tabla 28).

El estudio de la disponibilidad in vitro del hierro de la leche de vaca entera no queda
reflejado la tabla 28, ya que existié gran variabilidad y las recuperaciones fueron altas, en
algunos casos superiores al 150%. Sin embargo, la leche de vaca descremada, que se digirid
simultaneamente con la leche entera, y que tenia un contenido de hierro también relativamente
bajo (tabla 1), como es bien conocido (Hazell, 1985; Wharf y col., 1997) y similar al de ella,
tuvo un comportamiento durante la digestion in vitro parecido al de otros tipos de leches, v los

resultados correspondientes si se reflejan en la tabla.

En este sentido, se sabe que aproximadamente el 14% del hierro de la leche estd en la
fraccion de grasa (Fransson y Lénnerdal, 1983, Lonnerdal, 1985), asociado a la membrana de
los globulos grasos, aproximadamente un 24% esta unido a la caseina (Fransson y Lénnerdal,
1983), probablemente a través de residuos de fosfoserina de la caseina, mientras que un 29% est
unido a proteinas séricas y un 32% esta asociado con una fraccién de bajo peso molecular.
Ademas la grasa saturada, tipica de la leche, actua interfiriendo la disponibilidad del hierro, tanto
in vitro (Aguirre, 1995) como in vivo ( Lukaski y col., 1982; Pérez-Granados, 1997) por lo que
esta influencia negativa unida al hecho de que la leche constituye una fuente escasa del metal,
rica en mhibidores de la absorcion de hierro como son el calcio y la caseina (Hurrell, 1997), ha
podido dar lugar a ese comportamiento irregular del elemento v a la imposibilidad de detectar

con suficiente sensibilidad los cambios debidos al calentamiento.
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Figura 20. Distribucion de hierro tras la digestion in vitro
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mg/100 ml Figura 4. Valores absolutos de Fe
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Por lo que se refiere a la disponibilidad in vitro del hierro de la leche de vaca descremada
y de las formulas infantiles, se observa claramente que con la leche descremada se producia
mayor proporcion de hierro dializado y precipitado y menor no dializado soluble respecto a las
formulas(tabla 28), y esas diferencias en todos los casos fueron significativas. Al comparar las

formulas entre si se observd que la didlisis del hierro se favorecia con la formula liquida, y a la
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vez disminuia el no dializado soluble, aunque sin diferencias significativas entre las dos formulas

calentadas al microondas (tabla 28).

En la leche humana un 33% del hierro total esta asociado a la fraccion lipidica (Fransson
y Lonnerdal, 1980); otra parte importante, aproximadamente un 32%, pertenece a una fraccion
de bajo peso molecular que ain no ha sido bien caracterizada (Lonnerdal, 1984) y tan s6lo un
9% estd unido a la caseina (Fransson y Lonnerdal, 1983), 16gicamente esta distribucion del hierro
y el mantenimiento de su funcién se presenta como el ideal en el disefio de las formulas

infantiles.

Respecto a este tema, diversos estudios tratan la asociacion del hierro a distintos
nutrientes en las formulas infantiles. Algunos datos procedentes de estudios in vitro indican que
cuando se suplementada la leche adaptada con hierro, este se liga a un componente u otro en
funcion de la sal utilizada, en concreto ¢] sulfato ferroso dona menos hierro a la caseina que
otros tipos de suplementos (Hegenauer y col., 1979). La unidn del hierro a la lactoferrina sérica,
tan relevante en la leche materna (Davidson y Lonnerdal, 1988), cuando se intenta reproducir
suplementando las formulas con esta proteina no da siempre un claro efecto positivo sobre la
absorcidon de hierro (Fairweater-Tait y col. 1987, Schulz-Lell y col. 1991, Dawvidson y col.,
1994). Hurrell y col., (1989) indican que la caseina y las proteinas séricas de la leche de vaca
deprimen la absorcion de hierro, lo que también fue corroborado por otros autores a través del
método in vitro de biodisponibilidad;encontrando que la dialisis mas se favorecia cuando las

formulas contenian proteinas hidrolizadas (Alegria y col., 1997)

El incremento en la dialisis del hierro con la leche de vaca descremada, respecto a las
formulas infantiles (tabla 28), ya se ha descrito para el calcio (tabla 15), y se atribuy6 a su bajo
contenido de grasa. Pero, por otra parte, la ﬁrecipitacién del hierro fue mucho mayor con la leche
descremada que con las formulas. Sobre ello, podemos indicar que la caseina, proteina
mayoritaria en la leche de vaca y que esta presente ¢l las formulas infantiles junto con proteinas
séricas en una proporcion 60:40, es un potente inhibidor de la absorcion de hierro, como lo

demuestran distintos estudios in vitro, (Aspe, 1992), en ratas y en humanos (Hegenauer y col.,
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1979, Lonnerdal, 1990). Dicho efecto de la proteina lactea revierte en gran medida cuando se
hidroliza previamente (Hurrell, 1989, 1990; Alegria y col., 1997). En realidad la leche de vaca
como ya se ha mencionado, incide negativamente en la biodisponibilidad del hierro, por su alto
contenido de caseina {(Hurrell y col., 1989) y también por su alto aporte de calcio (Hurrell,
1997), y como presenta un contenido muy bajo de hierro, no se recomienda para nifios con una

edad inferior a 12 meses ( Ziegler, 1989, Dallman, 1990, Fomon, 1995, Wharf y col., 1997).

En la figura 4 se muestra, teniendo en cuenta el contenido férrico en cada uno de los
tipos de leche ensayados, la existencia de grandes diferencias, en la cantidad de hierro disponible
cuando se parte de un volumen dado d leche descremada o féormula infantil en sus distintas
presentaciones.. Se produjeron diferencias altamente significativas entre los tres tipos, y tanto en
las fracciones de hierro no dializado como en el dializado. Por lo tanto, aunque el hierro de la
leche de vaca descremada tenia gran facilidad para dializar, en valor absoluto, esa dilisis
representa una cantidad muy pequefia del nutriente en comparacioén con las formulas, que tienen
un contenido férrico practicamente 10 veces superior (tabla 1 y 2); y lo mismo sucede con €l no
dializado soluble. Por lo que se refiere a las dos formulas, la liquida, que fue 1a que mas facilito
la dialisis del elemento, también contenia mayor cantidad, con un valor medio de
5355 up/100m! frente a 44631 pg/100ml de la formula en polvo, y en
consecuencia, la expresion de hierro en cada una de las tres fracciones por 100
ml de formula infantil manifiesta aun mas las diferencias encontradas en el
porcentaje de hierro de cada una de las tres fracciones de la digestiébn in vitro.
Por ello, aunque no se observaron diferencias significativas en el hierro
precipitado, entre las dos formulas no calentadas, si que se produce un
incremento significativo de la cantidad de hierro precipitado procedente de 100

ml de leche.

El calentamiento tradicional al bafio Maria de la leche de wvaca descremada
aumentd el hierro dializado y disminuyé el precipitado. Al calentar por

microondas 1a formula en polvo se favorecieron las formas dializables del
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hierro, a expensas de las solubles de mayor peso molecular, y si se trataba de
la formula liquida, que ya se caracteriza por permitir una mayor dialisis de
hierro como ya se ha comentado, esta modalidad de calentamiento incrementd la
fraccibn de Thierro no dializado soluble disminuyendo simultineamente el

precipitado (tabla 28, figura 20).

4.2.5.2.Ensayos in vivo

El calentamiento doméstico ensayado en la leche de vaca entera redujo el contenido
corporal total de hierro, en las ratas lactantes, aunque sin llegar al nivel de significacion
estadistica en el caso del calentamiento al bafio Maria, asi como su concentracién corporal (tabla,
35). Bs dificil atribuir dichos cambios a variaciones en la digestibilidad o utilizacién metabolica
del elemento, ya que el estudio del balance mostré que la ingesta de hierro fue muy pequeiia
para estos animales en periodo de lactacion y la mayor parte del hierro ingerido se eliminaba por
heces, quedando la retencidn férrica durante todo el periodo por debajo de los 20 pg (datos no
presentados). La ausencia de los datos correspondientes al balance en nuestro estudio seria un
reflejo mas de que el hierro de la leche de vaca presenta una biodisponibilidad muy pobre como
se ha comentado en el apartado anterior. De hecho,considerando que ¢l contenido de hierro
corporal de ratas de 16 dias es de aproximadamente 400ng (Datos analiticos no mostrados) los
animales de este estudio incrementaron dicho nivel inicial pero mucho menos que los que
tomaron férmula infantil. Dicha influencia también se manifestd en la hemoglobina ni en €l
hematocrito que en conjunto presentaron valores muy por debajo de la normalidad (Saiz y col,,
1983), por lo que podria deducirse que los tres grupos de ratas alimentadas con leche de vaca
se encontraban en un estado de deficiencia de hierro, y manifestaron anemia. Ello también se
deduce del estudio de los contenidos de hierro en el cuerpo en su conjunto(tablas 35 y 36) en
los distintos drganos, tanto en valor absoluto como relativo, que fueron inferiores respecto a los
correspondientes de los grupos con formula infantil (tablas 37 y 38). Esta alta vulnerabilidad de
la rata lactante a la baja ingesta de hierro debe relacionarse con el contenido de este nutriente

en la leche de rata que para el periodo de nuestro ensayo, la tercera semana de lactacion, se situa
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la rata lactante a la baja ingesta de hierro debe relacionarse con el contenido de este nutriente
en la leche de rata que para ¢l periodo de nuestro ensayo, la tercera semana de lactacion, se sitia
en unos 4 ug/ml (Keen y col. 1981). La leche de vaca, con un aporte de hierro de 0.65 pug/ml
(tabla 1), por tanto constituia un alimento deficitario, mientras que los preparados para lactantes
con un contenido de 4.5 pg/ml y 535 pg/ml, para la formula en polve y la liquida,
respectivamente, aportaron una cantidad de hierro mas cercana a la necesitada por la rata

lactante(tabla 2).

En las ratas que tomaron los preparados para lactantes la ingesta, absorcion y retencion
de hierro, se vieron afectadas significativamente por la forma de presentacion, ya que con el
preparado liquido los tres parametros fueron inferiores. Pero ademas, excepto en el grupo que
tomd la formula tratada al bafio Maria, la digestibilidad de la férmula liquida fue inferior a la
de la férmula en polvo(tabla 29). Cabe destacar, que en estos animales lactantes alimentados
exclusivamente con férmula infantil la capacidad de absorcion fue extremadamente alta, a
diferencia del estado adulto y coincidiendo con otros datos de Ia literatura ( Ezekiel, 1967, Leslie
y Kaldor, 1971) que indican que la rata en sus primeros 14 dias de vida puede absorber casi €l
100% del hierro ingerido, valor que desciende paulatinamente hasta llegar aproximadamente al
25% a los 30 dias de edad. Ademas, la concentracidn de hierro de los preparados para lactantes
empleados en este ensayo, fue similar a la concentracién de la leche de rata, por lo que este

régimen de alimentacion no supondria un déficit de férrico.

La utilizacion metabolica del hierro fue significativamente inferior con la formula liquida
respecto a la férmula en polvo, es decir, una proporcion superior del hierro absorbido se elimind
por orina cuando se presentaba en forma liquida. En consecuencia, no solo la peor utilizacién
digestiva de este alimento sino también la menos eficiente utilizacion metabolica, condicionaron
una inferior utilizacion nutritiva en los tres grupos de animales que tomaron la féormula infantil
liquida (tabla 29). Se ha descrito que el calentamiento implicado en la esterilizacion puede
provocar la aparicion de determinados productos de la reaccion de Maillard (Renner, 1979; Finot,

1983; Hurrell, 1994), algunos de ellos inhibiendo la absorcion férrica y otros incrementando sus
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nutriente no son suficientes (Dallman, 1990, Wharf y col., 1997), colectivos vulnerables que si
se alimentan durante un tiempo prolongado exclusivamente con férmulas liquidas esterilizadas

podrian ver agravados algunos de sus sintomas.

La influencia que el calentamiento doméstico ejercid en los coeficientes de utilizacion
digestiva, metabodlica y utilizacién nutritiva fue desigual; en la férmula en poivo el porcentaje
de absorcién de hierro se redujo por el calentamiento disminuyendo también la utilizacion
nutritiva del metal, ademas se produjo una disminuciéon de la utilizacion metabolica en los
animales que tomaron este preparado tratado al microondas (tabla 29). Sin embargo, en el caso
del preparado liquido el descenso en la utilizacién metabdlica de este elemento resulto
significativo respecto al control tanto en los animales que tomaron la férmula calentada al bafio
Maria como al microondas. La utilizacion nutritiva del hierro de la férmula liguida no se afectd
por el calentamiento; por el contrario se observd que el calentamiento convencional condiciono
una mejor absorcion relativa, con diferencias significativas en el cociente %A/I, y una elevacion
también significativa de la utilizacién nutritiva global de este elemento traza. No obstante, estas
variaciones debidas al calentamiento deben considerarse moderadas, ya que ni la absorcion ni la

retencion del nutriente se alteraron en los animales que ingirieron una u otra féormula.

El estudio de la composicién corporal férrica revela igualmente que la influencia del
calentamiento fue minima, y no se observaron diferencias significativas en ningun caso (tabla
36). Quiza podria indicarse que en los dos grupos de ratas que tomaron la formula en polvo
tratada térmicamente, los cuales mostraron una disminucion en la utilizacion nutritiva del hierro,
tendio a reducirse el contenido corporal del elemento, y que este se elevd ligeramente en los
animales que tomaron la férmula liquida calentada al bafio Maria, aunque a diferencia de los
resultados correspondientes a la utilizacion nutritiva, no hubo diferencias significativas.
Solamente se aprecid que las ratas alimentadas con la formula liquida sin calentar presentaban
en sus cuerpos un contenido de hierro significativamente inferior al correspondiente de las
alimentadas con la formula en polvo, igual que se obtuvo en el balance de este elemento (tabla
29), pero, aunque varid el contenido total de hierro, la concentracion corporal no se afectd ni por

el tipo de férmula ni por el calentamiento ensayado (tabla 36).
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29), pero, aunque varid el contenido total de hierro, la concentracién corporal no se afectd ni por

el tipo de férmula ni por el calentamiento ensayado (tabla 36).

Se observaron algunas variaciones del contenido total de hierro en las ratas lactantes al
cabo de los 6 dias que duré el experimento, pero los contenidos relativos no se modificaron, de
modo que fundamentalmente habria que relacionarlas con las fluctuaciones del peso entre los
distintos grupos;, s6lo en el grupo que tomé férmula liquida sin calentar fueron peso y contenido
férrico significativamente inferiores que en su homoélogo en polvo (tabla 36). Si estos animales
se comparan con los alimentados con leche de vaca (tabla 35) se puede observar que la
concentracidn corporal de este elemento fue bastante mas alta, lo cual se puede atribuir a bajo

contenido de hierro de la leche de vaca que ya ha sido indicado.

El estudio del contenido de hierro en distintos tejidos no dio lugar a resultados
significativos dependientes de la forma de presentacidon del preparado para lactantes, ni del
calentamiento, a excepcién de la concentracion hepatica, que fue superior en las ratas alimentadas
con la formula liquida (tabla 38). Dichos animales, que comieron menos y alcanzaron pesos
inferiores a los de las ratas que tomaron formula en polvo, tuvieron unos higados levemente mas
pequefios, siendo el indice hepatosomatico similar en todos los grupos (tabla 14). Sin embargo,
el contenido de hierro en e! higado no tendié a ser inferior sino que por el contrario la
concentracion hepitica de este mineral estaba incrementada. Esto deberia relacionarse con
aspectos fisiologicos de movilizacion del hierro de sus depositos que se han formado durante la
gestacion en la etapa postnatal (Wharf y col., 1997), lo que también esta asociado con el aporte
tan escaso de este elemento a través de la leche de vaca. Como estos animales tuvieron una
ingesta algo deficitaria de hierro respecto a la otra férmula y lo utilizaron mas ineficazmente,
deberia de haber vaciado mas sus reservas hepaticas. Sin embargo, €l hecho de que la
concentracion férrica en el drganos se incremente, podria explicarse por €l menor crecimiento

que mostraron, y por tanto, la menor necesidad de movilizar dichas reservas. Incrementos en la
concentracion hepatica de hierro se han observado bajo distintos regimenes dietéticos que

supusiercn una alteracion del crecimiento y/o del estados del hierro (Wharf y col., 1997).
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4.2.6.Biodisponibilidad del zinc
4.2.6.1.Ensayos in vitro

Segun Evans y Johnson (1978) 1a forma quimica del zinc biologicamente mas importante
es como ion divalente, pero dichos iones en solucion acuosa a pH elevado, normalmente forman
hidroxidos que precipitan, a no ser que estén presentes especies acomplejantes (tales como
aminoacidos, péptidos, proteinas o quelantes organicos}. Otros autores coinciden en indicar que
la forma mas disponible del zinc es formando quelatos con aminoéacidos, y la menos formando
parte de sales inorganicas y corﬁplejos organicos altamente estables (Kirchgessener y Hartel,
1977).

El zinc de 1a leche descremada dializa significativamente menos que el de la leche entera,
pero queda mas en forma soluble no dializada y menos como precipitado (tabla 30). Esta
influencia de la cantidad de grasa de la leche estaria de acuerdo con lo descrito por Aguirre
(1995) al comparar dietas con un 8% y un 2% de grasa, y recuerda a lo ya indicado para el
calcio que también tendioé a solubilizarse mas, presentando menos precipitado, cuando se digeria
la leche descremada en lugar de la entera, aunque eran las formas solubles de bajo peso

molecular (dializadas) las mas favorecidas (tabla 17).

En diversos estudios se ha comprobado que determinados acidos grasos, triglicéridos etc.
tienen capacidad para captar calcio (Kies, 1985; Kaup y col., 1993) y zinc (Kies, 1988, Draper
y col, 1993) formando jabones insolubles en el intestino que impiden su absorcion (Widdowson,
1965). Esto en nuestro sistema in vitro podria explicar que con mas grasa se incrementaran las
fracciones insolubles de ambos elementos, aunque en el organismo existen mecanismos
fisiolégicos para absorber incluso determinados jabones calcicos por lo que esta diferencia entre
la leche entera y descremada quiza no tiene repercusiones en el organismo (Patton y Carey,
1979) indican que la formacion de los jabones de calcio es un paso normal en la digestion de

los lipidos, aunque no es bien conocido si el calcio es absorbido con las micelas.
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Figura 22. Distribucion de zinc tras la digestién in vitro
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En Ja leche de vaca casi todo el zinc esta ligado a la fraccion descremada y s6lo un 1%
pertenece a la fraccién lipidica (Fransson y Lonnerdal, 1983). Respecto al zinc correspondiente
a la parte descremada, un 95% estd asociado a las micelas de caseina (Blakeborough y col,
-1983) y solo una pequefia proporcion (5%) esta asociado a un compuesto de bajo peso molecular

(Singh y col., 1989) que ha sido identificado como citrato (Blakeborough y col., 1983, Martin
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y col., 1984). Del zinc ligado a las micelas de caseina, un tercio esta débilmente unido a través
de los residuos de fosfoserina de la caseina, y los otros dos tercios se unen mas estrechamente
al fosfato célcico coloidal (Singh y col., 1989).

En las formulas infantiles, parte del zinc puede que se encuentre en formas similares a las de la
leche de vaca, pero debido a los distintos procesos implicados en su fabricacién, ésta ha podido
modificarse y ademas hay que tener en cuenta que debe adicionarse como sal inorganica al

objeto de cubrir las necesidades del bebé.

Respecto a los resultados de la disponibilidad in vitro de zinc tras la digestion de las
formulas infantiles (tabla 30), a diferencia de lo ocurrido en los casos del calcio (tabla 17) y
hierro (tabla 28), se observé que la dialisis del zinc practicamente no diferia entre las dos formas
de presentacion, lo que recuerda mas a la disponibilidad in vitro del fésforo (tabla 20) y el
magnesio (tabla 23). Sin embargo, al principio de la digestion pancreatica, después de 1 hora,
con la formula en polvo el zinc dializado era menor, el no dializado soluble superior y el

precipitado superior respecto a la liquida.

La leche de vaca entera y descremada y las formulas infantiles estudiadas contenian una
cantidad de zinc bastante similar (tabla 1 y 2). Por ello, la expresion del zinc dializado, no
dializado soluble y precipitado por 100 ml, de leche o férmula no tratada (Figura 5) detecta las
mismas diferencias que ya se habian encontrado en los valores porcentuales, a excepcidn de la
elevacion significativa del valor absoluto del zinc no dializado soluble y precipitado con la
formula infantil en polvo respecto a la leche de vaca entera que se produce porque esta ultima

presenta una concentracion de zinc algo superior.

El calentamiento independientemente de su modalidad, disminuy¢ ain mas el zinc
dializado e incrementd el no dializado soluble y precipitado de la leche descremada, en contraste
con las variaciones que ejercid en la leche de vaca entera cuyas formas solubles no parecieron
afectarse y solo se incrementd el precipitado significativamente al calentar por microondas (tabla

30).
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En la formula en polvo se observé un incremento de la didlisis de zinc por el
calentamiento al bafio Maria y a la vez una disminucion del zinc soluble que no dializd, sin
cambios importantes en el insoluble. Por su parte, ambos tipos de calentamiento elevaron en la
formula liquida la fraccion de zinc que dializd y disminuyeron €l no dializado soluble, si bien
se produjo también un cierto aumento del precipitado, de forma significativa en ambas formas
de calentamiento pero sin diferencias respecto a la correspondiente formula en polvo tratada por

la misma modalidad.
4.2.6.2.Ensayos in vivo

Coincidiendo con lo observado para otros elementos, la ingesta, absorcion y retencion de
zinc no varid en los tres grupos de ratas que tomaron leche de vaca. Sin embargo, se produjeron
disminuciones en la digestibilidad, utilizacion metabélica y utilizacién nutritiva, debidas al
calentamiento, aunque las variaciones en la utilizacion metabolica de los grupos que tomaron las

Jeches sin calentar y calentada al microondas no fueron significativas (tabla 31).

En el estudio de digestibilidad in vitro de esta leche de vaca, la influencia del
calentamiento se manifestd en una elevacion del precipitado, lo que se asociaria con una peor
utilizacion del zinc a nivel digestivo. En diferentes estudios realizados con mezclas de proteina
o aminoacidos y azicares calentados que implican la formacion de productos de la reaccion de
Maillard, se ha observado que el porcentaje de absorcién del zinc disminuye (Sandstém y col.,
1983; Lykken y col; 1986) y en algunos casos, ademas aumentan las pérdidas urinarias (Furniss
y col.,, 1989, Aspe, 1992). Sin embargo, estas variaciones parece que se producen con
calentamientos intensos, y resulta dificil que la reaccién de Maillard haya tenido suficiente
entidad para desencadenar efectos negativos en las condiciones de nuestros experimentos,
temperatura méaxima de 65°C. Ha de manifestarse sobre este aspecto, que ni la absorcién ni la
retencidn aparentes disminuyeron de forma significativa.Otro tipo de modificaciones que origina
el calentamiento son isomerizacion de la lactosa, modificacién de la estructura proteica, etc.; y

aunque estos cambios indirectamente podrian también haber afectado en la utilizacion de este
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nutriente, no parece que hayan podido jugar un papel destacado, a juzgar por las variaciones tan

pequefias que se han producido.

En cualquier caso, la ingesta de leche de vaca tratada al bafio Maria o por microondas
hubo de alterar poco el estado nutritivo de zinc, ya que los contenidos tisulares de este elemento
no se afectaron (tabla 39) y el contenido corporal total (tabla 35) no se redujo, incluso en el del
grupo que tomo la leche calentada al bafio Maria se incremento significativamente tanto en valor
absoluto como relativo. En diferentes organos y tejidos no se apreciaron cambios importantes

(tabla 37).

Las ratas que tomaron féormula infantil absorbieron y retuvieron el zinc con eficacias
similares a las de las que tomaron leche de vaca, A/l, R/A, R/I (tabla 31 y 32). En este sentido,
estudios de retencién corporal total de *Zn llevados a cabo en adultos humanos demostraron que
la absorcion de zinc de la leche de mujer es significativamente maés alta que la de la leche de
vaca o la de formulas infantiles elaborados a partir de leche de vaca, sin diferencias significativas
entre éstas (Casy y col. 1981; Blakeborough y col., 1983; Lonnerdal y col., 1984). También
Lonnerdal y col. (1988) obtuvieron en monos rhesus lactantes que la absorcién del zinc de la
leche humana (65%) era mas similar a la de las férmulas infantiles con predominio de proteinas
sericas (60%) que con predominio de caseina (46%), pero la cantidad absoluta de zinc absorbido
era considerablemente mas alta con las féormulas que con la leche humana, debido a que las
primeras presentaban una concentracion del elemento en cuestién notablemente mas alta. Sin
embargo, existen en la bibliografia resultados dispares sobre este tema: Sandstrom y col. (1993)
no observaron diferencias en la distribucién tisular del *Zn administrado con férmula infantil
¢ leche humana, y Johnson y Evans (1978) obtuvieron en ratas que la biodisponiblidad del zinc
de la leche de mujer y la leche de vaca eran respectivamente 59 y 42%, pero esta diferencia no
era significativa. Otros estudios llevados a cabo en ratas lactantes mostraron un porcentaje de
absorcién de zinc elevada (85-95%) con leche de mujer y en preparados para lactantes a base
de leche de vaca (Brennan y col., 1989, 1990 a,b; Flynn y Brennan, 1991). Parece ser que la baja

concentracion de zinc de la leche de mujer contribuye a que su eficacia de absorcion sea mas
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elevada ya que el zinc estd sometido a un control homeostatico, pero también se sabe que éste
tiene alta biodisponibilidad, gracias a la calidad proteica y a la presencia de pequefios ligandos
en la leche humana (Sandstrom, 1977).

La absorcion y retencion aparente de zinc estuvieron deprimidas en los animales que
tomaron la férmula lquida (tabla 32), no solamente por su inferior ingesta, sino también en los
grupos que tomaron el preparado sin tratar o tratado al microondas, por una disminucién del
porcentaje de absorcion. Pero los animales que tomaron la formula liquida previamente calentada
al bafio Maria tuvieron una digestibilidad de zinc superior que los correspondientes que bebieron
la férmula en polvo reconstituida, y ello contrasta con que a nivel metabolico (R/A) el zinc se
utilizd peor. En general, la utilizacion nutritiva del zinc fue menor en las ratas lactantes
alimentadas con la férmula liquida respecto a la formula en polvo, pero el calentamiento modulo

este resultado, como se indica a continuacidn.

La cantidad de zinc ingerida, absorbida y retenida tendié a aumentar en los animales que
tomaron las formulas después de calentarlas tradicionalmente al bafio Maria, si bien las
diferencias en los valores de absorcién y retencion no llegaron a ser significativas respecto a sus
controles; ya que en el caso de 1a formula liquida tendi6 a elevarse la digestibilidad y en la
formula en polvo se redujo, llegando a afectarse la utilizacion nutritiva (figura 23).Por su parte,
el microondas disminuyo los tres coeficientes A/I, R/A, y R/l, especialmente con el preparado
liquido,pero no se afectd de forma clara ni la absorcién aparente ni el balance.. Por tanto, estos
calentamientos de tipo domeéstico incidieron poco en la utilizacion nutritiva del zinc; se
presentaron ciertas diferencias en los coeficientes que cuantifican los procesos digestivo y
metabolico o incluso el nutritivo, lo que también se observé cuando se calentd la leche de vaca

(tabla 31) pero en ningun caso se afecto el balance del elemento (tabla 32).

El zinc corporal total fue significativamente inferior en las ratas que consumieron la
formula infantil liquida (tabla 36) lo que fundamentalmente se relaciona con su mayor peso; los
animales de estos grupos comieron menos, pesaron menos y retuvieron una cantidad de zinc

inferior, como se determind a través del estudio de balance (tabla 32). Sin embargo, la influencia
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del calentamiento en el contenido de zinc de estos animales no se detectd, ni en valor absoluto

ni por gramo de peso.

También el menor peso de los animales alimentados con el preparado liquido conllevo
un peso hepatico ligeramente mas bajo y un contenido de zinc en el organo significativamente
menor que el de las ratas que se alimentaron con la formula en polvo, pero no se produjeron
diferencias significativas en sus concentraciones (tabla 40). Tampoco se apreciaron diferencias
significativas en las concentraciones de zinc en piel y hematies. Podria apuntarse que quizés en
la piel, tendieron a elevarse; y precisamente acumulos excesivos de este metal en pelo se han

asociado con estados de malnutricién (Varela y col., 1992).

Todo ello apoyaria una vez mas que las repercusiones nutritivas del calentamiento

moderado de las formulas infantiles fueron minimas.

4.2.7.Biodisponibilidad del cobre
4.2.7.1.Ensayos in vitro

Los contenido de cobre de la leche de vaca entera y descremada empleadas en nuestros
estudios fue aproximadamente de 0.4 ug/ml, y de 0.65 pg/ml para las férmulas infantiles (tabla
1y 2), ambos valores resultan similares a Jos hallados por Lonnerdal y col. (1985), aunque en
la bibliografia se describen contenidos de cobre de la leche de vaca inferiores, como refleja Roig
(1997). Respecto al valor de cobre para las férmulas infantiles, puesto que no se dispone de
datos suficientes para establecer recomendaciones sobre las ingestas adecuadas de cobre se
recurre al concepto de ingestas dietéticas diarias que se estiman seguras y adecuadas (ESADDI:
Estimated Safe and Adequate Daily Dietary Intake), que en este caso es de 0.4 a 0.6 mg/dia.

Las leches artificiales para lactantes comercializadas en Estados Unidos tienen que aportar 60
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pg por 100 kcal, y esta misma cantidad es la especificada por la Joint FAO/OMS Alimentarius

Commission (1986).

Se indicado que el 44% del cobre de la leche de vaca se encuentra unido a la caseina,
un 8% a las proteinas de suero y un 47% a la fraccién de bajo peso molecular unido a la grasa
(Lonnerdal y col., 1981). La relacion de Zn/Cu es mucho mayor en la leche de vaca que en la
leche de mujer, que en el primer mes de lactancia es de 6.3, en el segundo 4.7, en ¢l tercero 3.9
y en el cuarto de 3.7 (Butte y col., 1987). En nuestro caso dicha relacion fue aproximadamente
12 para leche de vaca y 6 para las férmulas infantiles, y por tanto estas tendrian una composicion

mas cercana a la de la leche materna.
4.2.7.2.Ensayos in vivo

Elevadas ingestas dietéticas de zinc inducen signos de deficiencia de cobre en los
animales, principalmente anemia y disminucién de la actividad de la citocromo c-oxidasa
(O'Dell, 1989). Ademas, parece que existe un mecanismo de competencia entre ambos
elementos (Turnlund, 1994). El incremento de la concentracién de zinc en las células de la
mucosa intestinal induce la sintesis de metalotioneinas y estas se unen al cobre mucho mas
fuertemente que lo hacen al zinc, Por tanto incluso bajas concentraciones de cobre comptten
favorablemente por los sitios de union a los metales (Fomon, 1995). Lynder (1988a) indica que
en trabajos de investigacion realizados en ratas se ha visto que situaciones deficitarias de cobre
van acompafiadas de incrementos significativos de hierro acumulados en higado, y si se les hace
una infusién o perfusidn ceruloplasmina el hierro hepdtico se transfiere a la transferrina

plasmatica (Osaki y Johsson, 1969).

Laingesta de cobre no mostrd diferencias significativas entre los grupos que consumieron
leche de vaca (tabla 33). Sin embargo, el calentamiento favorecio la digestibilidad de este
elemento, tanto los animales que tomaron la leche calentada al bafio Maria como los que la

tomaron tratada al microondas presentaron una mayor relacion A/l respecto al control. Sin

-
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embargo, la absorcion aparente sélo se incrementd significativamente respecto al grupo control

en el caso del calentamiento por microondas.

Con respecto a los contenidos globales de cobre y a las concentraciones corporales al fina!
del experimento de los animales que tomaron leche de vaca (tabla 35), no se han encontrado
diferencias significativas debidas al calentamiento, si bien se aprecia un contenido ligeramente

inferior en el grupo que consumio la leche sin calentar.

Los nifios al nacer contienen una considerable reserva de cobre en el higado, del 50 al
70% del cobre total se localiza en este drgano, y actua como reserva durante los 3 a 6 primeros
meses de vida, cuando la ingesta de cobre es baja. El contenido de cobre de la leche humana
es de 0.2 pg/ml y es altamente disponible (Lonnerdal, 1981). Tan so6lo se han observado
deficiencias de cobre en nifios prematuros, que presentan un contenido hepatico de cobre mas
bajo, alimentados con leche de vaca (Al-Rashid y Spangler, 1971, Naveh y col, 1981). Laleche
de rata presenta una concentracién de cobre notablemente mas alta que la de muchas otras
especies de mamiferos incluido el hombre (Underwood, 1977) ademdas es muy disponible, de
manera que durante la lactancia, la rata el incrementa su reservar hepatico de cobre (Terao y
Owen, 1977; Keen y Hurley, 1980). Las concentraciones hepaticas de cobre obtenidas para los
animales que tomaron leche de vaca fueron superiores a las obtenidas para ratas de un mes: 10
ng/g (Aguirre, 1995). No se vieron afectados los contenidos en valor absoluto ni relativo de este
micronutriente en higado, piel y hematies de los animales de los tres grupos anteriormente

indicados.

La mayor parte del cobre eritrocitario esta presente en la Cu, Zn-superoxido dismutasa,
y la concentracion del zinc en esta enzima permanece inalterada durante toda la vida del
eritrocito maduro {Fomon, 1995). Los valores obtenidos para este parametro en los grupos que
tomaron leche de vaca (tabla 37) no mostraron diferencias entre si y son coherentes con la
concentracion media de cobre en hematies descrita por Aguirre (1995) para ratas de 85 g de

peso. 9.9 ug/e.

272



Discusién de Resultados

En general se observa que las cantidades de cobre absorbidas y digeridas por los animales
que tomaron férmula infantil fueron bastante similares a los que tomaron leche de vaca, lo que
fundamentalmente se debe a la mayor concentracion de cobre en las formulas, incluso a que la
digestiblidad de este elemento resultd favorecida. La ingesta de los grupos que tomaron la
formula liquida fue inferior a la de los grupos que tomaron la formula en polvo, siendo la
diferencia entre tipos significativa en las formulas tratadas al bafio Maria, asi como en las
calentadas al microondas. Debido a que la eliminacion urinaria de cobre fue relativamente
proi)orcional a su ingesta se alcanzaron dentro de los dos tipos de preparados para lactantes
valores de absorcion aparentes parecidas. Tan solo es de destacar el caso de la formula en polvo
calentada al bafio Maria que mostré una absorcion significativamente mas baja respecto a su
control y a su homologo calentada al microondas, y a la vez fue significativamente menor a la
formula liquida tratada al bafio Maria. También es de sefialar que en este grupo la relacidén A/l
fue significativamente distinto desde el punto de vista de su tipo y de su tratamiento. Parece que
el calentamiento de la formula en polvo hubiera perjudicado su utilizacién digestiva siendo mas
acentuado en el caso anteriormente sefialado. Con respecto a este parametro coincide que la
formula liquida calentada al microondas también fue significativamente menor que su control

y la férmula liquida bafio Maria.

También podria atribuirse a que el contenido de cobre de la leche de vaca es
aproximadamente la mitad que el de los preparados para lactantes el hecho de que partiendo de
un contenido corporal de cobre de aproximadamente 186, correspondiente a ratas de 16 dias pg
(datos analiticos no mostrados), las ratas alimentadas con leche de vaca mostraron un contenido
final de aproximadamente 90 pg (tabla 35), sin que existieran diferencias por el tipo de
calentamiento al que fue sometido su alimento, respecto a las ratas alimentadas con férmula en
polvo, 110 pg v las ratas alimentadas con férmula liquida, 95 ug, por lo tanto el contenido
corporal de cobre en valor absoluto correspondiente a los grupos que tomaron férmula en polvo
es significativamente mayor, pero no en valor relativo debido al menor peso que presentaron los
animales que consumicron la férmula liquida. Sin embargo esta diferencia no se reflejé en el
contenido de cobre de la piel, los hematies ni en el higado en valor absoluto pero si en valor
relativo {tabla 38), siendo mayor la concentracion de cobre en el grupo que tomo la férmula en
liquida. El bajo contenido de cobre en la leche de vaca quedd reflejado en el bajo concentracion

de cobre en la piel y en los hematies de los grupos experimentales la consumieron (tabla 37).
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4.3. Experimentos IIl
4.3.1.Evaluacién del dafio térmico

En la tabla 45 se recoge los valores obtenidos de los indicadores de dafio térmico
correspondientes a los preparados para lactantes obtenidos mediante procesos industriales de
deshidratacién (A polvo y B polvo), esterilizacion convencional (A esterilizada) y
esterilizacion UHT (B-UHT). Las formulas liquidas presentaron un contenido de lactulosa
mucho mas alto que las en polvo, ya que la isomerizacion de la lactosa es la reaccion
predominante que se produce durante los tratamientos industriales de esterilizacion
convencional y UHT (Nangpa.l y col., 1990, Hurrell y col, 1989). Respecto a estos
indicadores en formulas infantiles, Rossi y Pompei (1991) describieron que el contenido de
lactulosa de preparados para lactantes UHT (140°C durante 24 segundos) era de 1020 mg/L,
y si ademas se sometia la leche UHT a esterilizacion en botella este valor aumentaba hasta
1280 mg/L. Los niveles altos de lactulosa obtenidos en este estudio para las formulas liquidas,
en especial la A: esterilizada convencionalmente, reflejan que se han sometido a un
tratamiento térmico severo o que en su elaboracién se han dado varias fases que implicaban
calentamiento. Para la leche de vaca "The International Diary Federation" ha propuesto ia
lactulosa como indicador de procesamiento térmico, establectendo el limite maximo para la
UHT en 600 mg/L (Sclimme y col., 1993), valores superiores indicarian que se trata de leche
esterilizada convencionalmente. Sin embargo, a diferencia de la leche bovina (Schlimme y
col.,, 1993; Frtisch y col, 1983, Horak y Kessler, 1981; Pagliarini y col, 1988), no hay
recomendaciones sobre el limite de productos de la reaccion de Maillard o de otros
indicadores térmicos en formulas infantiles, lo cual seria necesario puesto que los preparados
para lactantes constituyen el unico alimento de los nifios durante sus primeros meses de
vida, y ademas esta poblacién es muy vulnerable al no tener todas sus funciones metabodlicas

plenamente desarrolladas.
Al contrario que la lactulosa, la furosina fue mas abundante en los preparados en

polvo, y como han indicado otros autores, ello se debe a que la reaccidén de Maillard es mas

intensa en sistemas con un bajo contenido de humedad (Labuza y Saltmarch, 1981). Se han
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descrito contenidos de furosina de 53.5 a 109.9 mg/L para una leche de vaca en polvo
reconstituida comercializada, y 17.6 a 85.4 mg/L para una leche de vaca UHT (Corzo y col,,
1994). Henle y col. (1995) sefialaron que los preparados para lactantes del mercado contienen
mas furosina respecto a otros productos lacteos, oscilando de 9.3 a 18.9 g de furosina por kg
de proteina en las formulas en polvo y 7.3 a 12.5 g/kg de proteina en las liquidas. Nuestros
datos estan dentro de estos rangos (de 7 a 14 g/kg de proteina). En una férmula infantil para
prematuros esterilizada convencionalmente se hallé un contenido de lactulosil-lisina dos veces
superior que en la equivalente esterilizada mediante UHT y también tres veces méas productos
avanzados de la reaccion de Maillard que su homoéloga UHT (Langhendries y col., 1992), lo

que estd en concordancia con nuestros resultados.

La relacién Lu/Fu es normalmente mucho mas elevada en las leches liquidas que en
las en polvo debido por un lado a la mayor isomerizacién de la lactosa y por otro lado al
menor impacto que la alta humedad y las condiciones de calentamiento tienen sobre el
producto. Los valores de este indice obtenidos en nuestro estudio estin dentro de los
intervalos que figuran en la bibliografia: 0.23 - 1.1 y 6.38 - 13.66 para la leche en polvo y
la liquida respectivamente (Corzo y col., 1994). Sin embargo, para la formula esterilizada
dicho cociente es anormalmente alto, 43.4. Esto se obtiene porque, aunque el contenido de
lactulosa es bastante alto, la furosina no estaba elevada, debido probablemente a que se ha
producido la degradacién de los compuestos de Amadori, precursores de la furosina, dando
lugar a otros productos propios de etapas mas avanzadas de la reaccién de Maillard
(Pellegrino y col., 1995) como las melanoidinas. De hecho se observd que ésta muestra era
la mas oscura de todas, y es bien conocido que el pardeamiento de la leche es consecuencia

de la reaccion de la lisina con la lactosa (Burton, 1984).

- En lo que respecta a las fracciones de nitrogeno, en la tabla 46 figuran los resultados
obtenidos para las cuatro muestras, las cuales no mostraron diferencias entre si en lo que se
refiere a su nitrégeno total. Pero las dos férmulas de tipo A contenian significativamente mas
nitrégeno no proteico que las B, lo que quiza se deba a que en la elaboracién del primer tipo
se adicionan mas aminoacidos que en el segundo, también lNama la atencién la diferencia entre
la formula A en polvo con respecto a su homologa esterilizada. Dicha diferencia se podria

‘atribuir a que la desnaturalizacion de las proteinas séricas ha sido mas acusada en la férmula

275



Discusion de Resultados

esterilizada como indicaremos a continuacion, lo que también esta en concordancia con los

valores mas altos de lactulosa y furosina.

El analisis por HPLC de las fracciones solubles a pH 4.6 por €] método de Resmini
{1989) no permitid determinar cuantitativamente las proteinas del suero nativas, ya que las
muestras dieron lugar a cromatogramas distorsionados en los que los picos correspondientes
a la a-lactoalbimina y B-lactoglobulina tenian una forma irregular (resultados que no se
muestran en la tesis), que contrasta claramente con la de la leche de referencia. Es posible
que el conjunto de reacciones que se producen durante el calentamiento hayan afectado
preferentemente a las proteinas solubles porque estas hayan interaccionado mas facilmente con

azucares, lipidos o incluso agregados proteicos.

Los resultados anteriores se ven respaldados por los obtenidos por SDS-PAGE para
cada tipo de preparado, asi como sus respectivas fracciones de caseina y proteinas séricas
(figura 6). En general todas las proteinas presentaban modificaciones intensas. La a-
lactogloblina y B-lactoalbumina apenas se pudieron apreciar en las fracciones solubles de las
formula liquida esterilizada convencionalmente y la UHT, respectivamente calle 7 y 15, lo
cual apunta a que las proteinas séricas presentaran un alto grado de desnaturalizacién y
estuvieran asociadas a la caseina. Sin embargo, en ambas férmulas en polvo se aprecié una
banda mas clara para las proteinas séricas (calles 3 y 11) espccialmenté en el caso de la
férmula 2. En todas los casos al aplicar un tampén SDS y 3-mercaptoetanol se produéc la
ruptura de enlaces disulfuro y entre la caseina y la a-lactoalbumina y B-lactoglobulina
desnaturalizadas, pudiéndose apreciar una segunda banda mas clara, correspondiente a dichas
proteinas séricas, en las fracciones de caseina (calles 2, 6, 10, y 14). Es de destacar que la
leche entera y la fraccion caseinica correspondientes a la férmula liquida A (calles 5 y 6)
fueron muy difusas y apenas se pueden diferenciar las bandas correspondientes a las distintas
proteinas. Tan so6lo aparecio en el punto de aplicacién de las muestras una "banda”, propia de
un agregado de proteinas de alto peso molecular, que no migraron a través del gel de

resolucidn ni se solubilizaron al aplicar condiciones reductoras.
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4.3.2.Ingesta y evolucién ponderal

La dieta control de los ensayos realizados para estudiar la influencia del tratamiento
térmico industrial sobre la utilizacién nutritiva de la proteina y los minerales, respecto a la
dieta estandar AIN-76, era una dieta hipercaldrica, con un contenido de aproximadamente
4350 Kcal/kg frente a 3850 Kcal’kg, respectivamente, diferencia que se debid al diferente
aporte graso, 16% y 5%, respectivamente {Tablas 4 y 7). Ello se debid a que se intentd
preparar una mezcla de dieta estandar y formula infantil casi a partes iguales pero sin que la
dieta resultante se alejara excesivamente de los requerimientos de la rata, particularmente
evitando que el aporte graso fuera superior al 15% a fin de prevenir la aparicién diarreas. Se
decidié por tanto utilizar una mezcla de la dieta estandar y férmula infantil en la proporcién
60:40.

Obviamente la dieta hipercalérica produjo un incremento de peso que en nuestro
experimento fue significativo en el dia 11 (tabla 47). Ello se debié por un lado a que la
ingesta de las ratas del grupo control fue algo superior que las del grupo AIN 76, pero
fundamentalmente a que la eficacia alimentaria fue mas alta (tabla 49), lo que concuerda con
las observaciones de que una mayor ingesta grasa produce una elevacion del peso y de que
la grasa es un nutriente de alta palatabilidad (Mela, 1990, Rolls y Shide, 1992). Ademis la
grasa de la dieta AIN 76 es aceite de maiz al 5% (American Institute of Nutrition, 1977), y
se ha visto posteriormente que no es una fuente suficiente de acido linoleico para la rata
{American Institute of Nutrition, 1993) . Segun Lee y col. (1989) una relacién de (n-6)/(n-3)
de 5 y de acidos grasos poliinsaturados/saturados de 2 son las mas adecuadas y de acuerdo
con Bouree y col., (1989) preferiblemente habrian de ser de 6 y 1 respectivamente. El aceite
que mas se acerca a estas recomendaciones es el de soja que presenta una relacion de (n-6)/(n-

3) de 7 y de é&cidos grasos poliinsaturados/saturados de aproximadamente 4.

La eficacia proteica también esta incrementada en la dieta hipercalérica debido a que

la eliminacién fecal y urinaria de nitrégeno es mas baja respecto a la dieta AIN-76 como se
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indicara posteriormente. El indice hepatosomatico fue ligeramente superior en las ratas del
grupo control frente a las alimentadas con la dieta estandar, aunque las diferencias no llegaron

al nivel de significacién estadistica.

Después del periodo de adaptacion de 4 dias, los pesos de los distintos grupos de
animales que consumieron formula infantil no presentaron diferencias entre si (tabla 48), pero
los animales cuya dieta contenia la formula esterilizada pesaban significativamente menos que
los que tomaron la dieta control. Al final del ensayo dichas ratas, y las que consumieron las
dietas que contenian férmulas en polvo tuvieron significativamente pesos inferiores que las
del grupo control, mientras que el peso de las ratas que tomaron la formula UHT no llego a
diferir significativamente del control. Estos cambios han de atribuirse a las diferencias de
ingesta (tabla 50), durante el periodo de balance las ratas alimentadas con las formulas
infantiles ingirieron significativamente menos alimento que las de la dieta control. Es de
destacar que, a diferencia del experimento II, no se apreciaron diferencias entre los grupos
que tomaron dietas que contenian la formula en polvo A y la liquida esterilizada A, lo que
seguramente se debid a que en este experimento los animales no se encontraban en periodo
de lactacion, y por eso eran menos vulnerables, y ademas porque su dieta no era
exclusivamente la férmula infantil sino que estaba formulada para cubrir mejor sus

recomendaciones dietéticas.

En lo que se refiere a los coeficientes de eficacia alimentaria y eficacia proteica, éstos
fueron muy similares en todos los grupos sin manifestarse ninguna influencia significativa.
Asi mismo no se encontraron variaciones en el indice hepatosomatico (tabla 50} en
concordancia con los resultados de las ratas que tomaron la formula A polvo y liquida en la
experiencia 1. El peso del higado de las ratas de esta parte del presente estudio no mostrd
diferencias significativas, aunque si se puede observar que para este parametro el valor
correspondiente al grupo A polvo fue el menor (tabla 77). Puesto que no se puede pensar en
una carencia o déficit proteico, que si puede traducirse en una disminucién del peso del
organo (Sakuma y col., 1987, De Jong y Schreiber, 1987, Arce, 1993), ya que el aporte

proteico fue adecuado, tan sdlo podria plantearse el descenso de lisina, consecuencia de la
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reaccién de Maillard, pero en concordancia con Said y col. (1974) esto tampoco produce

modificaciones sustanciales en el peso del 6rgano en cuestion.

Se ha descrito que al incrementarse €l contenido de lactulosa en la leche procesada
(Andrews, 1986, Burton, 1988) disminuye su palatabilidad, y se sabe que las ratas son
sensibles a algunos cambios organolépticos. Sin embargo, Nagendra y col. (1994) no
observaron variaciones en la ingesta ni el peso de ratas en crecimiento alimentadas con
formulas infantiles sin lactulosa o con un 0.5% 6 1% de este compuesto. En esta experiencia
la formula infantil UHT contenia, una vez reconstituida, 1587 mg/L de laétulosa, de forma
que la dieta preparada con ella aportaba un 0.5% de lactulosa, mientras que de la formula
esterilizada, con 4556 mg/L de lactulosa, se obtenia una dieta con un contenido de lactulosa
de aproximadamente 1.5%. Coincidiendo con los resultados de Nagendra y col, (1994), estos
niveles de lactulosa no ocasionaron variaciones en la ingesta alimentaria de las ratas. Los
trabajos de Tanico y col., 1977 y O’Brien y Walker, 1988 sefialan que los productos de la
reaccion de Maillard pueden afectar negativamente a la ingesta, y como consecuencia también
al peso final de los animales que los consumen, sin embargo la duracion de esos experimentos
fue de tres meses y de cinco semanas, respectivamente. Sin embargo, otros autores como
Kimiagar y col., (1980) no observaron diferencias en el peso, ingesta ni indices relacionados
por el consumo de una dieta que contenia mas de 10% de productos derivados de la reaccion
de Maillard;, tampoco Arce, (1993) ni Aspe y col. (1993) han detectado dichos efectos. Esto
tal vez sea debido a la distinta naturaleza de los productos resultantes de dicha reaccion y a
las condiciones experimentales aplicadas en sus estudios. En este sentido, nuestras condiciones
fueron moderadas y por lo tanto los resultados obtenidos se unen a los que encuentran que

los indices nutricionales no se vieron afectados.
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4.3.3.Biodisponibilidad de nitrégeno

Ya que las diferencias en la ingesta alimentaria de las ratas que tomaron las dietas
control y AIN-76 no fueron significativas, tampoco se apreciaron diferencias en la cantidad
de nitrégeno ingerido (tabla S51). La absorcion aparente no llegé a modificarse
siéniﬁcativamente por el consumo de una u otra dieta, pero se aprecio una disminucion del
nitrogeno fecal en las ratas del grupo control acompafiada de un incremento de su
digestibilidad. Esta influencia podria relacionarse con un medio luminal relativamente mas
acido en la dieta hipergrasa debido al aumento de 4cidos grasos libres que se originan durante
la digestion (Van Soest, 1982). Sin embargo, el efecto a nivel metabolico fue mucho mas
acusado, y con la dieta control de nuestros experimentos se produjo una marcada disminucién
de la excrecion urinaria de nitrégeno, aumentando el coeficiente de utilizacién metabdlica en
comparacion con la dieta AIN 76. Ello también se tradujo en diferencias significativas en la
utilizacion nutritiva. Es posible que con un 5% de grasa en la dieta en lugar del 14%, parte
de la proteina dietética se utilizara con fines energéticos, en cuyo caso se sabe que se elevan
las pérdidas urinarias de nitrogeno . Por consiguiente, la utilizacion de un contenido de grasa
mas elevada en el ensayo en el que se estudia la influencia del tratamiento térmico industrial

de las formulas infantiles, no parece desaconsejable.

Como corresponde a los cambios en la ingesta de alimento que se han comentado, ia
ingesta de nitrégeno no vari¢ por el tipo de formula contenida en las dietas experimentales,

aunque con ninguna de ellas se alcanzo una ingesta equivalente a la del control (tabla 52).

Los animales que consumieron la dieta que contenia férmula infantil liquida
esterilizada convencionalmente eliminaron una cantidad de nitrégeno superior por via fecal
en comparacion con los demas grupos, de modo que el coeficiente de digestibilidad aparente
se redujo significativamente. Este resultado, junto con los indicadores de dafio térmico que
ya se han discutide en esta memoria, apoya que la esterilizacidén convencional utilizada en la
elaboracion de la férmula A liquida ha originado productos avanzados de la reaccidn de

Maillard, cuya absorcion como se ha descnto (Finot, 1990). es muy escasa. Sarwar y col.
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(1989) también observaron en ratas que la digestibilidad proteica de un preparado para
lactantes liquido esterilizado convencionalmente era mas baja que la del preparado en polvo
del mismo fabricante y se afectaron tanto la digestibilidad de la lisnia como la de los
aminoacidos azufrados. El alto contenido de lactulosa en la dieta que contenia la formula
liquida esterilizada (1.5%) también pudo haber contribuidor a este efecto, ya que se ha
observado en nifios que una elevada ingesta de lactuiosa puede provocar diarrea y reducir a
digestibilidad proteica (Hendrikse y col. 1977, Mendez y QOlano, 1979). En ratas no se han
estudiado los efectos de concentraciones de lactulosa en la dieta por encima del 1%, y para
este nivel Nagendra y col. (1994) no encontraron ninguna influencia sobre la eliminacion fecal
ni urinaria de nitrégeno. En nuestro estudio este valor llegd a ser mas alto (1.5%) y por tanto
no se puede descartar que la lactulosa en el caso de los animates que consumieron la dieta con
formula liquida esterilizada convencionalmente haya contribuido a la mayor eliminacion de

nitrogeno en heces.

La eliminacién urinaria de nitrogeno tendid a ser mas elevada en el grupo que
consumid la férmula en polvo A y pero més baja en el que tomé la liquida esterilizada
convencionalmente, esta diferencia llego ser significativa tener valor estadisticamente, al igual

que el valor bioldgico aparente.
4.3.3.Biodisponibilidad del calcio
4.3.3.1.Ensayos in vitro
En los ensayos in vitro de la experiencia III no se estudiod por separado cada hora de
la digestion pancredtica, a diferencia de la experiencia Il, sino que se procedid a tomar tres
muestras en la segunda hora. Esto se realizd a fin de estandarizar este método de

disponibilidad mineral como se propuso en la accion concertada n® 10 del provecto europeo

FLAIR.
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Las fracciones de calcio dializado, no dializado soluble y precipitado obtenidas para
la formula A (tabla 53), tanto en polvo como liquida esterilizada convencionalmente, son del
mismo orden que las correspondientes de la formula en polvo y liquida que se estudiaron en
la experiencia II en la hora 2 y cuando no se aplico calentamiento, ya que se trato de la
misma marca comercial (tabla 15, 16 y 17). Como se puede apreciar en la tabla 53, las formas
solubles de calcio tendieron a ser superiores con la formula liquida A respecto a la misma en
polvo, apareciendo diferencia significativa en este ensayo para el calcio no dializado soluble.
Sin embargo, la disponibilidad de calcio se modificd mas por la marca comercial que por el

hecho de que el preparado fuera deshidratado o esterilizado convencionalmente por UHT.

Michel y col. (1993) realizaron un estudio "in vitro” de la solubilidad de calcio durante
la fabricacion de las formulas para lactantes. Los resultados ponen de manifiesto que la
pasteurizacion no parece influir en la solubilidad del calcio. Sin embargo, ésta es menor en
formulas esterilizadas y en las deshidratadas que en mezclas tratadas a menor temperatura
(70°C) debido, probablemente a que se produce una mayor transferencia de calcio y fosfato

a la fase coloidal.

Es probable que las diferencias asociadas al preparado A 6 B , se deban a su diferente
composicion. En este sentido,algunos autores han estudiado la influencia de la modificacién
de las sales minerales sobre la disponibilidad in vitro de diversos minerales (Alegria y col,,
1997) incluyendo el calcio {(Roig,1997, Aarle y col., 1997). Segin Aarle y col.(1997) la
matriz del alimento afecta a la dialisis de calcio tanto como la fuente mineral; aunque dichos

cambios no siempre afectan la absorcidn (Sheikh y col., 1987, Lewis y col., 1989).

4.3.3.2. Ensayos in vivo
La ingesta de calcio y su eliminacion fecal no presentaron diferencias entre los grupos

control y AIN76, por lo que no llegd a variar 1a absorcion aparente de calcio, aunque se elevd

significativamente su eficacia de absorcion en los animales del grupo control (Tabla 54). Sin
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embargo, en el balance las diferencias fueron mas marcadas y éste se elevo debido a que las
pérdidas urinarias del metal se redujeron significativamente con la dieta mas calorica. En el
contenido total de calcio de las ratas que tomaron esa dieta también se aprecid al final del
estudio un valor medio superior al de las ratas del grupo AIN76 pero las diferencias no
Hegaron a ser significativas (tabla 62). En consecuencia, la utilizacion metabdlica y utilizacion

nutritiva global fueron mayores con la dieta control respecto a la de referencia para la rata..

Parece ser que la grasa juega un papel modulador de la absorcion de calcio, pero en.
la literatura existen variedad de resultados debidos a las distintas circunstancias
experimentales: se ha indicado que cantidades muy pequefias de grasa en la dieta dificultan
la absorcidn intestinal de calcio y mayores cantidades, dentro de ciertos ﬁmites, la favorecen
(Kies, 1985). Pero Kaup (1990) obscrv6 que la edad también condicionaba dicha influencia;
en ratas jovenes era minima pero en las mas maduras una elevacion de la grasa dietética del
5% al 20% redujo la absorcion y retencion célcicas. Otros datos en humanos indican que un
incremento de la cantidad de grasa de la dieta desde el 22% al 42% no altera la utilizacion

nutritiva de este mineral (Van Dokkum, 1983).

Las ratas que toméron dietas que contenian formula infantil, mostraron una menor
ingesta célcica respecto a las que tomaron la dieta central, pero ésta no varid en funcién del
procesamiento industrial de cada una de ellas.(tabla 55). Tampoco se observaron diferencias
en la excrecion fecal de calcio debidas al tipo de formula, que fue significativamente mas baja
en todos los grupos respecto al control. Esto se produjo de tal modo que la digestibilidad se
incrementé debido al consumo de formula infantil y, aunque la cantidad de calcio absorbida
fue algo menor que con la dieta control, sdlo se apreciaron diferencias significativas en el

caso de las ratas que tomaron en su dieta la formula B en potvo.

La eliminacién urinaria de calcio en el periodo de balance se situd en el rango que
sefialan otros autores (Garcia-Arias y col., 1994; Aguirre, 1995), y fue muy parecida en los
cuatro grupos que tomaron los preparados para lactantes, apareciendo diferencias significativas

exclusivamente entre el grupo que tomd una dieta que incluia la férmula UHT y el control.
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La retencién de calcio se redujo, en comparacién con el control, en los dos grupos que

tomaron férmula en polvo (tabla 55).

Este ultimo resultado esta de acuerdo con estudios llevados a cabo en ratas a las que
se les administraba dietas que contenian lactulosa durante aproximadamente mes y medio; la
presencia de este compuesto incremento la retencion de calcio, magnesio, hierro cobre y zinc
(Suzuki y col. 1985, 1986). En nuestro caso, las formulas liquidas contenian al menos 10
veces més lactulosa que las formulas en polvo (tabla 48), quedando las dietas preparados a
partir de la formula A liquida esterilizada y B liquida UHT con un contenido de lactulosa
final de 1.5% y 0.5%, respectivamente. La bibliografia indica que la incorporacion de
lactulosa al 0.5% en formulas infantiles es suficiente para incrementar significativamente la
poblacion de bifidobacteria en ratas al cabo de cinco semanas {(Nagendra y col. 1992; Mizota
y col., 1987), y que la absorcién de minerales es mas elevada al preponderar la flora bifida
(Pahwa y Mathur, 1982). Posiblemente debido a que nuestro periodo experimental fue mas
corto y a que las concentraciones de lactuiosa no fueron muy altas, el aumento de absorcion
y retencidn asociado al consumo de los dos preparados liquidos no se aprecid con nitidez, y
en ningun caso se observaron diferencias significativas entre preparados en polvo y liquidos

sino s6lo en comparacion con el grupo control.

Por otro lado, en €l estudio que se realizé utilizando las formulas en polvo A y liquida
esterilizada A, como unico alimento de ratas lactantes (tabla 19) se observd un incremento de
la digestibilidad célcica asociado a la formula esterilizada, que sin embargo no fue capaz de
mejorar la absorcién ni retencién del elemento, por lo que podria apuntarse que el posible
efecto favorecedor de la absorcion atribuido a la lactulosa fue muy leve en las condiciones
de ese ensayo. Estos resultados estarian en concordancia con trabajos posteriores de Nagendra
y col. (1994), que administraron a ratas dietas sin o con un 0.5% & 1% de lactulosa y
observaron que la presencia de este compuesto no repercutio sobre el balance de caicio ni
sobre los indices %A/l y %R/L
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Esa pequeiia diferencia en los valores de absorcion y retencion entre las ratas que
consumieron formulas en polvo y liquidaé, también podria interpretarse porque el contenido
relativamente mayor de productos iniciales de la reaccion de Maillard en las formulas
deshidratadas (tabla 44) dificulte en alguna medida la absorcion de este mineral. Sin embargo,
parece ser que estos compuestos son absorbibles y su interferencia se produciria a nivel
metabdlico, como se observé en el ensayo realizado con ratas lactantes. Cabria esperar una
repercusién mas acusada del consumo de la férmula A liquida esterilizada sobre la
biodisponibilidad de calcio, teniendo en cuenta que fue la que presentaba mayor dafio térrﬁico
(tabla 44 y 45), y se ha sefialado que 1a calidad de las proteinas ingeridas afecta a la
utilizacién nutritiva del calcio (Aspe, 1992). Eso seguramente no se ha detectado al haber

utilizado la formula en combinacidn con la dieta AIN 76.

Tampoco se detectaron diferencias en el contenido total ni en la concentracion corporal
de calcio debidos al tipo de formula (tabla 63). Las ratas del grupo control contenian una
cantidad algo superior que las de los grupos que consumieron férmula, pero debido al nimero
de animales utilizados para este analisis y a la dispersion de Jos resultados, no se produjeron
diferencias significativas. La concentraciéon sérica de calcio no varid por el tratamiento
dietético y se situd entre 8 y 11 mg/dl (tabla 64), 1o que ha de ser reflejo de la estricta
regulacion hormonal que impididé grandes oscilaciones en la calcemia. (Federation of

American Societies for Experimental Biology, 1961; Touverud y Boass, 1979)
4.3.4.Biodisponibilidad del fosforo
.4.3.4.1.Ensayos in vitro
Los ensayos de disponibilidad in vitro de fosforo revelaron una influencia del tipo de
formula en las fracciones de dializado y no dializado soluble (tabla 56). Los valores fueron

del mismo orden que sus homologos estudiados en la experiencia II en el caso del preparado

A en polvo y algo menores para el liquido esteritizado (tabla 20). Estas pequefias diferencias
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de magnitud parecieron responsables de que no se obtuviera en este ensayo una mayor
disponibilidad in vitro del fosforo del preparado para lactantes liquido producido mediante
esterilizacion convencional frente al mismo obtenido por deshidratacion, que se describio en
el apartado correspondiente. Solamente se produjeron diferencias significativas en el dializado
y no dializado soluble entre las dos férmulas en polvo, mostrando la formula A un porcentaje
de fosforo dializado superior y paralelamente una menor proporcién de foésforo no dializado
soluble. Tampoco vari6 el fosforo presente en las fracciones obtenidas de la digestién de las

otras dos formulas.No se observaron diferencias significativas en el precipitado.

Estos resultados indicarian que la unica influencia detectable se debi6 a la marca del
preparado, tal como ocurrio en el calciopero que aqui fue mas leve, pero no a la cantidad de
fésforo que practicamente fue identica en los preparados de una u otra marca comercial. Por

su parte, el tratamiento térmico empleado en su fabricacion tuvo un efecto minimo.
4.3.4.2.Ensayos in vivo

Respecto a la dieta recomendada para la rata, el consumo de nuestra dieta control no
modifico significativamente la ingesta de fosforo. Las ratas que consumieron esta dieta
eliminaron mucho menos fosforo por heces, siendo superior el coeficiente de digestibilidad
(tabla 57). No obstante, la cantidad absorbida no varié significativamente entre los dos grupos.
Nagendra y col. (1994) en sus estudios en ratas lactantes a las que administraron una férmula
infantil con un contenido graso del 20%, también obtuvieron un porcentaje de absorcion para
este mineral en torno al 97%, mientras que en otros estudios efectuados con dietas con
contenidos grasos inferiores, se han descrito digestibilidades de fosforo menores que las
encontradas en el presente trabajo (Garcia-Arias y col. 1994, Aguirre, 1995; Pérez-Granados
y col., 1997).

La influencia de la grasa en la absorcion de fdsforo se ha atribuido a la competencia
existente con otros minerales, por ejemplo el calcio, para unirse con los acidos grasos y

formar compuestos insolubles; al existir mas grasa en €l lumen el calcio tiende a formar
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jabones insolubles, mas facilmente que el fosforo, y éste ultimo quedaria libre para poder
absorberse mejorandose asi su eficacia digestiva (Fakambi y col., 1969, Kaup v col., 1990).
Sin embargo, esta interaccion calcio-fésforo no parece haberse producido en estos ensayos,
ya que la absorcién de calcio no se vio dificultada por la ingestion de 1a dieta hipergrasa, sino
que como la del fosforo también tendié a elevarse. Probablemente en nuestras condiciones
experimentales el nivel de grasa del 14% no fue lo suficientemente elevado para insolubilizar
al calcio e impedir su absorcion, y estaria en la linea de las observaciones que sefialan un

afecto favorecedor de una elevacién moderada de la cantidad de la grasa en la dieta.

Pero no solamente la eficacia de absorcién se vio favorecida por el consumo de la
dieta hipercaldrica, sino que también se elevd la retencion del elemento, a través de una
disminucién de sus pérdidas urinarias, incrementandose sus coeficientes de utilizacién
metabolica y utilizaciéon nutritiva. En ensayos en los que se han empleado dietas con un
contenido lipidico entre el 5 y el 8%, se han descrito balances diarios de fosforo de
aproximadamente 30 mg/dia (Garcia-Arias, 1994; Aguirre, 1995), parecidos a los que se
hallaron con la dieta AIN76. La elevacién de dicho valor con €l incremento de la grasa
dietética en nuestro estudio podria relacionarse con las variaciones similares de la utilizacion
nutritiva de la proteina que se han descrito con anterioridad, ya que se ha indicado que entre
el fosforo y el nitrogeno retenido por el organismo existe una correspondencia (Harrison,
1984); o con las de otros elementos como el calcio, cuya utilizacion metabdlica también
mejord con la dieta control, frente a la AIN 76, y que junto con el fésforo es un constituyente
estructural indispensable para el hueso (Hested y col., 1981, Avioli,, 1988; Baker y col.,
1994).

El consumo de las formulas infantiles condicioné una disminucién de la ingesta de
fosforo respecto al control y a la vez tendié a eliminarse una mayor cantidad de este elemento
por heces(tabla 58), significativamente sélo para el grupo cuya dieta contenia el preparado B
en polvo, quiza debido a su ingesta ligeramente superior. Este comportamiento condiciond que

la absorcién en valor absoluto y relativo disminuyera significativamente en los cuatro grupos
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Figura 26. Utilizacion digestiva y metabdlica de fésforo

Ratas alimentadas con la dieta control(_] o dietas que contenian férmulas:
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respecto al control. Sin embargo, la inclusién de una u otra formula infantil en 1a dieta no

repercutié en la absorcion de fosforo(figura 26).

La eliminacion urinaria de este elemento en ratas alimentadas con las dietas que
contenian las formulas infantiles fue inferior que la de las ratas controles aunque sin
diferencias significativas cuando se tratd del] preparado B-UHT, aun asi la retencion en los
cuatro grupos que tomaron formulas infantiles fue significativamente mas baja que la del
grupo control y las utilizaciones metabdlicas fueron del mismo orden. El analisis estadistico
de los coeficientes R/A y R/I indico que las diferencias entre los grupos estaban al borde de
las significacién estadistica; parecid que la utilizacion metabolica de fosforo estaba disminuida
por el consumo de la formula deshidratada A respecto a su homdloga liquida esterilizada
(figura 26), lo que se acusd en la utilizacion nutritiva. La utilizacién nutritiva de la proteina
varid en el mismo sentido, lo que nos permitiria pensar exixtié una causa comuin teniendo en
cuenta ademas que el metabolismo de estos dos nutrientes esta relacionado(Harrison, 1984);el
elevado contenido de productos iniciales de la reaccion de Maillard originados durante la
deshidratacion, que habrian podido absorberse seria ¢l causante de la pequefia disminucion de
la utilizacién metabdlica de 1a proteina y del fosforo.En el contenido corporal total de fosforo

no se aprecio ninguna diferencia (Tabla 63).

Coincidiendo con la literatura, los distintos contenidos de lactulosa de los preparados
en polvo y liquidos no parecen tener ninguna influencia sobre la biodisponibilidad de fésforo
(Nagendra y col. 1994). Ademas, Reddy (1972) observé que la absorcion y retencion de
fosforo eran similares en ratas libres de gérmenes y en las de referencia, por tanto parece que
la absorciéon de este mineral no depende ni de la flora intestinal mi del pH. Cuando
administramos los preparados en polvo y liquido esterilizado de la marca A a ratas lactantes
como unico alimento, tampoco observamos cambios importantes en las eficacias de utilizacion
digestiva, metabolica y nutritiva global debidos a la forma de presentacion y en este ensayo
las diferencias encontradas también son leves. De hecho, la literatura consultada referente a
tratamientos térmicos y reaccion de Maillard no destaca una influencia manifiesta sobre la
biodisponibilidad de este elemento, por lo que no es de extrafiar que en el presente trabajo no
se modifique la utilizacion nutritiva del mismo por el consumo de las distintas dietas que

" contenian formulas infantiles elaboradas utilizando diferentes procesos industriales.
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4.3.5.Biodisponibilidad del magnesio

4.3.5.1.Ensayos in vitro

Como se puede apreciar en la tabla 59, las difercncias mas importanies en la
dispomibilidad in vitro de magnesio,se debieron a la marca, la formula B tanto liquida como
en polvo posibilitd una dialisis de magnesio significativamente menor que la formula A en
cualquiera de sus presentaciones, y estas fueron del mismo orden de las referidas a la
experiencia Il(tabla 23). Y por el contrario, la fraccion de no dializado soluble fue
significativamente mayor en los dos preparados de la férmula B. En consecuencia, el
magnesio soluble total procedente de la digestion de las cuatro formulas infantiles estuvo
bastante proximo, lo cﬁal se pone de manifiesto también a través del estudio de su precipitado,
que fue solo significativamente inferior en el caso de la formula B-UHT. Esta influencia de
la marca comercial en la disponibilidad mineral recuerda la que se produjo también para el
calcio y con menor intensidad para el fosforo, y podria explicarse porque en la elaboracion
de estos alimentos infantiles se han empleado diferentes sales minerales como permite la
normativa actual, aunque el aporte de cada elemento sea equivalente. Sobre este tema, se ha
descrito que este método de disponibilidad in vitro puede detectar cambios de solubilidad en
funcion de la forma quimica del elemento (Lindberg y col., 1990, Fine y col., 1991}, aunque
es posible que dichos cambios no se traduzcan en variaciones de la absorcion in vivo, y en
este sentido los estudios de Ranhotra y col. (1976) y Cook (1973) dieron como resuftado que
el magnesio en forma distintas sales inorganicas (sulfato, 6xidos, silicato, foéfato, carbonato)
y organicas (lactato, citrato y acetato)  administrado a ratas al destete mostraba una

biodisponibilidad equivalente.
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4.3.5.2.Ensayos in vivo

La ingesta de magnesio de los animales del grupo control y AIN 76 fue parecida pero
los segundos presentaron una eliminacién fecal del mineral que fue practicamente el doble y
por lo tanto significativamente mayor reduciéndose marcadamente el coeficiente de
digestibilidad; no obstante, debido a las cantidades excretadas eran pequeiias, 1.24 y 2.16
mg/dia, no llegd a variar la absorcion (tabla 60). Nuestros resultados coinciden con los de
Watkins y col. (1992) que administraron una mezcla de grasas compuesta de manteca, aceite
de maiz y aceite hidrogenado de coco al 1.5, 5 6 10% a ratas y no obtuvieron efectos de la
cantidad de grasa sobre la absorcion de magnesio. La eliminacién urinaria de magnesio
también fue significativamente distinta pero con respecto a este pardmetro, la del grupo
control fue mayor, lo cual tampoco alteré su retencion diaria. Por ultimo, la utilizacion
nutritiva tendié a incrementarse en el control (p=0.058). Estos resultados podrian ser
sorprendentes ya que existe una mayor posibilidad de formacion de jabones de magnesio en
el intestino de los animales del grupo control, dado que su dieta contiene una mayor cantidad
de grasa. Sin embargo, este efecto depende también de la concentracion de calcio, y parece
ser que los 4cidos grasos libres forman preferentemente jabones con este mineral que con el
magnesio. Asi, Kaup y col. (1990) observaron que administrando a ratas jovenes dietas con
cantidades elevadas de grasa y de calcio, el magnesio se absorbia mejor. En nuestro estudio,
sin embargo, todos los elementos mayoritarios s¢ absorbieron bien con la dieta del 14% de

grasa quiza porque ese nivel lipidico no era tan excestvo.

Las ratas alimentadas con las dietas que contenian férmulas ingirieron una cantidad
de magnesio inferior que las que consumieron la dieta control, aunque en el caso de ia dieta
B-polvo no se alcanzo el nivel de significacion establecido ; p<0.05 (tabla 61). Debido a que
la eliminacién fecal de magnesio en los cuatro grupos experimentales también fue
significativamente mas baja en relacion al control, la absorcion resultante fue simnilar, excepto
1a del grupo que tom¢ la formula A polvo que fue menor. En definitiva, las eficacias de
absorcion en todos los grupos fueron del mismo orden y solo se diferenciaron
significativamente las correspondientes a la formula A liquida esterilizada y A polvo, siendo

la primera mayor.
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Figura 27. Utilizacion digestiva y nutritiva de magnesio
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La eliminacion de magnesio a través de la orina fue bastante uniforme en todos los
casos, y el balance disminuyo respecto al control en los grupos que tomaron la dietas que
contenian la férmula A polvo y la B-UHT (figura 27); en éste grupo ultimo debido
fundamentalmente a que la ingesta fue algo inferior y en primero sobre todo a que la eficacia
de utilizacion metabolica fue significativamente menor respecto al control, y también quiza
a que su ingesta fue inferior. A primera vista estos resultados no coinciden completamente con
los de la experiencia II donde el parametro %A/ fue significativamente mayor en los animales
que tomaron la férmula en polvo frente a la esterilizada (tabla 25). Estos resultados se podrian
explicar teniendo en cuenta la distinta edad de las ratas empleadas en cada modelo
experimental: en las ratas lactantes el magnesio es transportado por un mecanismo pasivo,
exclusivamente, a través de la mucosa intestinal (Lonnerdal y col., 1993) de manera que la
mayor ingesta de este mineral por parte de los animales que tomaron la formula en polvo
condiciond que sus indices anteriormente indicados también fueran mas altos (tabla 25). Sin
embargo, en el modelo correspondiente a la experiencia III, las ratas eran mayores y por lo
tanto ademas del sistema de transporte pasivo también contaban con un sistema de transporte
activo bien desarrollado.

Teniendo presente que las variaciones aqui descritas son muy leves y que no se han
detectado en ningun momento diferencias debidas al tipo de procesamiento industrial aplicado
en la fabricacion de las formulas infantiles estudiadas, podriamos indicar que estos resultados
son parecidos a los obtenidos en el balance de fosforo y nitrégeno, donde también se encontré
que la utilizacién nutritiva y/o metaboélica tendia a disminuir con la dieta que contenia la
formula A polvo (tablas 55 y 58). El estudio de marcadores de dafio térmico revelo que dicha
féormula contenia determinada cantidad de productos iniciales de la reaccion de Maillard, los
cuales pueden absorberse en el organisrho (Langedries, 1992, Hurrell, 1990) y proteinas
alteradas, y es posible por tanto que la alteracion proteica debida al dafio térmico haya tenido
alguna repercusion en las utilizaciones nutritivas de nitrogeno y los minerales relacionados:
magnesio, componente esencial del musculo y del esqueleto (Saeedy col., 1994) y fésforo,
constituyente fundamental del hueso y cuya retencidn se produce paralelamente a la del

nitrégeno (Harrison, 1980).
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La concentracién sérica de magnesio no se afectd por ninguno de los tratamientos
estudiados(tablas 64 y 65), y estuvieron de acuerdo con los valores normales citados en la
bibliografia(Sacedy col., 1994; Pérez Granados, 1997).

4.3.6.Biodisponibilidad del Hierro
4.3.6.1.Ensayos in vitro

Los valores de hierro obtenidos para el dializado, no dializado soluble y precipitado
de la férmula A fueron bastante parecidos a ios de la experiencia anterior (tabla 28), aunque
se puede observar que en ésta se favorecieron ligeramente las formas no dializadas solubles
a costa fundamentalmente del precipitado (tabla 66). En diversos trabajos referentes a la
dializabilidad del hierro de distintos alimentos o dietas no suelen indicarse los valores
correspondiehtes al hierro que no dializa; por lo que se refiere al dializado, los porcentajes
resefiados varian mucho de un estudio a otro. Concretamente Alegria y col., (1997) en cinco
tipos de formulas infantiles, que diferian en su base proteica, hallaron porcentajes de diélisis
de hierro mucho menores que las de esta memoria, siendo mayores para Ia férmula a base de

hidrolizado proteico, 16,8%.

Tras la digestion in vitro de las cuatro formulas ensayadas no se produjeron diferencias
en ninguna de las fracciones. Es decir, las presentaciones en polvo y liquidas de los
preparados infantiles estudiados no influyeron en la disponibilidad in vitro de este metal. A
diferencia del calcio y el magnesio, la distribucién del hierro en las distintas fracciones
durante la digestion simulada no parecio modificarse por ¢l tipo de marca del preparado, lo
que podria ser la consecuencia de que el tipo de sal de hierro empleada y la presencia de otros
componentes que afectan su disponibilidad, debid de ser muy semejante en ambos preparados

infantiles
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4.3.6.2.Ensayos in vivo

La ingesta de hierro de las ratas que consumieron la dieta control fue ligeramente
mayor que la correspondiente de las alimentadas con la AIN 76, debido a las diferencias en
la ingesta alimentaria ya comentadas, al igual que su eliminacién por heces y su absorcién
aparente; pero en ninguno de estos parametros las diferencias fueron significativas (tabla 67).
Sin embargo, si fue significativamente inferior la excrecion urinaria de hierro del grupo
control, pero ya que las pérdidas urtnarias de este metal son cuantitativamente muy peqﬁeﬁas
y no constituyen una via normal de regulacién homeostatica {Linder 1988, Hurrell, 1997), no
llegd a incrementarse el balance significativamente y solo se produjo una elevacién

significativa del coeficiente de utilizacién metabdlica.

Al final del experimento, €l contenido corporal de hierro en valor absoluto y relativo
no vari6 (tabla 74), ya que tampoco 10 hizo la retencion diaria o balance. Asimismo, el hierro
hepatico que fue algo mayor en valor absoluto y relativo en el grupo control no llegd a
diferenciarse significativamente del grupo de referencia (tabla 76). La concentracion sérica
(tabla 82), hemoglobina y hematocrito (tabla 83) permanecieron inalterados y estuvieron
dentro de la normalidad (Saiz, 1983).

Nuestros resultados se verian refrendados por los de Van Dokkum y col. (1983) que
no observaron modificaciones sobre la absorcion de hierro en humanos debidas a los mveles
de grasa dietética. Por el contrario, otros autores sefialan que la absorcion aparente de este
metal mejora con un mayor porcentaje de grasa en la dieta {(Kauffman y col., 1987, Sorensen,
1965, Boweing y col., 1977, Mahoney y col., 1980, Mahoney y col., 1980; Kies, 1988), y que
una alimentacién abundante en grasas saturadas produce un balance de hierro mucho mas
positivo que otra idéntica pero rica en grasas poliinsaturadas (Van Dokkum y col., 1983). En
este ensayo, ambas dietas contenian aceite de maiz como fuente de grasa y por tanto
principalmente la cantidad, 5 o 14%, y no el tipo de grasa seria el determinante de las

diferencias encontradas.
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Figura 28. Utilizacion digestiva y metabdlica de hierro
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Las ratas que tomaron en su dieta formula infantil ingirieron menor cantidad de hierro
que las del grupo control porque tomaron menos cantidad de alimento (tabla 68). También
eliminaron menos hierro por heces, existiendo cierto paralelismo entre la ingesta y la
eliminacidn fecal en los grupos experimentales, como también se muestra en 1a estabilidad de
los coeficientes de utilizacidon digestiva que no varid por el tipo de férmula consumida (fig.
28). Asi, 1as ratas cuya dieta contuvo la formula A en polvo fueron las que excretaron mayor
cantidad del metal pero las absorciones aparentes fueron similares en todos los grupos. Por
- otro lado, el hecho de que la absorcién de hierro de los animales del grupo control se situara
en valores similares a los de los grupos experimentales, y que los porcentajes de absorcion
se incrementaran debido a la presencia de los preparados para lactantes, sugiere un efecto
positivo de algunos componentes de dichos preparados sobre la biodisponibilidad de este

micronutriente.

a) El tipo de grasa. Segun Lukaski y col. (1982) y Van Dokkum y col. (1983) una
alimentacion abundante en grasas saturadas produce un balance de hierro mucho mas positivo
que otra idéntica pero con una proporcion elevada de grasas poliinsaturadas. También los
resultados de Chao y Gordon (1983) apoyan esta hipotesis, ya que en sus estudios en ratas
observaron un descenso de la absorcion del elemento en las dietas a base de grasa de pescado.
Las ratas alimentadas con las dietas que contenian formulas infantiles ingirieron una grasa con
una relacion de acidos grasos insaturados/saturados mas baja, que la correspondiente a la dieta
control, porque dicho cociente en las férmulas infantiles utilizadas fue de 1,3-1,5 y

aproximadamente 2 en la dieta cuya grasa era aceite de maiz.

b} Tipo de proteinas. La caseina se ha descrito como una proteina poco favorecedora
de la absorcion de hierro, frente a la proteina de la carne y €l pescado (Garcia-Arias, 1991,
Aspe, 1992). Debido a la presencia de proteinas séricas y caseina en las férmulas infantiles
las dietas elaboradas con ellas habrian estimulando la absorcion del micronutriente respecto
ala dieta control para la rata que contiene como unica proteina caseina lactica. Los
mecanismos por los que el tipo de proteina influye en la absorcién de hierro no estan claros.

Kapsokefalou y Miller (1993) afirmaron que la presencia de carne en la dieta aumentaba la
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absorcion del metal, y se habla del denominado "efecto carne" que seria el resultado de una
interaccion entre las fracciones magras y grasas de este alimento. La interaccion puede ocurrir
en el limen; los productos de la digestion de la proteina y de la grasa podrian participar en
una secuencia de hechos que darian como consecuencia la reduccién del hierro y se sabe que
este hecho aumenta la absorcién del elemento (Muir y col., 1984; Wollenberg y Rummel,
1987, Wien y Van Campen, 1991). Esta reducciéon del hierro vendria seguida del
acomplejamiento del hierro ferroso por los acidos grasos libres, formandose complejos
lipofilicos que atravesarian rapidamente las membranas de las células de la mucosa, pero este
hecho parece estar relacionado con la carne, y también con el pescado, cordero, cerdo y el
pollo (Hurrell, 1997). La cisteina es el unico aminoacido libre que parece que tiene un efecto
semejante (Taylor y col., 1986), ya que presenta la capacidad de quelar el hierro y reducirlo

a hierro ferroso que es mas soluble (Hurrell, 1997).

Segun todo ello, la conjunciéon la grasa y la proteina en las dietas que contenian

férmulas infantiles ha podido ejercer ese efecto positivo en la absorcion del hierro no hémico.

¢) Acido ascorbico. La presencia de un mayor contenido de vitamina C en las dietas
que contenian férmula infantil respecto a la dieta control ha podido activar la absorcion de
hierro, este efecto parece que es muy importante tanto cuando se trata de la vitamina en su
estado nativo, como se encuentra en la frutas y las verduras (Ballot y col., 1987), como si se
afiade en forma libre (Cook and Monsen, 1977). Pero hay que considerar que este compuesto

se reduce cuantitativamente cuando el alimento es procesado y almacenado (Hurrell, 1992).

A pesar de lo antedicho en la cantidad de hierro absorbida las diferencias entre los
grupos de férmula infantil y el control no llegaron al nivel de significacidn sino que los
grupos experimentales tendieron a presentar menor absorcién (tabla 68). Igualmente, la
retencion o balance no varié significativamente (fig. 28), aunque los animales del grupo ciue
tomo¢ la formuia B en polvo excretaron mayores cantidades de hierro por orina, probablemente

porque fueron los que comieron mas. Respecto al coeficiente de utilizacion metabolica, se
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produjo una diferencia significativa entre las dos formas de presentacion del preparado B, a
favor de la UHT.

Por ultimo, cabe indicar que la utilizacion nutritiva del hierro de las dietas que
contenjian férmula infantil fue en general superior a la de la dieta control (fig. 28),
especialmente debido a su elevada digestibilidad, pero que en este indice se acuso esa mayor
eliminacién fecal y urinaria del elemento con la dieta que contenia la formula B en polvo,
porque para este grupo la utilizacién nutritiva del elemento no difirié de la del grupo control,

pero en ningun caso se produjeron variaciones de la absorcidn o retencion aparentes del metal.

Aspe (1992) estudio la influencia del consumo de dietas que contenian caseina y aceite
calentados con o sin adicion de glucosa y fructosa sobre la utilizacion nutritiva del hierro en -
ratas en periodo de crecimiento, y obtuvo que sélo el calentamiento de la caseina ya originaba
un aumento de las pérdidas urinarias del metal y dismninuia el indice de utilizacién metabolica,
mas aun cuando se trataba de la mezcla de caseina, glucosa, fructosa y aceite, que fue la que
condiciond la menor utilizacion nutritiva. En el ensayo que se realizd con ratas lactantes que
se alimentaron con la formula A en polvo o liquida si se observé un empeoramiento de la
utilizacidén metabolica del hierro y de la utilizacién nutritiva cuando se trataba de la formula
esterilizada, que segun los analisis efectuados posteriormente, debid contener mas productos
de la reaccion de Maillard. No obstante, en el presente ensayo dichos cambios no se han
llegado a producir seguramente por haber quedado atenuados al emplear las formulas en
combinacién con la dieta de referencia y probablemente también porque los animales eran mas

mayores y el periodo experimental no muy largo.

La cantidad total de hierro presente en los higados de las ratas al final del ensayo vanio
en funcidn del peso del organo, resultando significativamente superior en las que tomaron la
formula liquida UHT respecto a las alimentadas con la férmula en polvo A, aunque las
concentraciones de este metal en el érgano no variaron entre los distintos grupos (tabla 77).
No se produjeron diferencias en los contenidos de hierro en bazo, piel y hematies (tabla 77),

" ni siquiera en las concentraciones séricas (tabla 65) y eritrocitarias de hierro (tabla 77). Sin
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embargo, el andlisis de hemoglobina (tabla 83) y del contenido corporal total de hierro (tabla
75) indican que el consumo de las dietas que contenian formula infantil era més favorable que
el de la dieta control sin existir diferencias debidas al tratamiento térmico aplicado en la

elaboracién de estos preparados para lactantes.

En conjunto, podria decirse que la biodisponibilidad de hierro se alterd poco por la
presencia en las dietas de formulas infantiles obtenidas por deshidratacion, esterilizacion
convencional o esterilizacién UHT. Cuando se compard el preparado liquido esterilizado con
su correspondiente forma en polvo en las ratas en periodo de lactacion, se observo que el
primero condiciond una peor utilizaciéon nutritiva de hierro (tabla 29) pero no se afectaron ni

los contenidos tisulares (tabla 38) ni €l hierro sanguineo (tablas 37 y 43).

4.3.7.Biodisponibilidad de zinc
4.3.7.1.Ensayos in vitro

Después de dos horas de digestion pancreatica el zinc dializado y no dializado, tanto
soluble como insoluble (tabla 69), fue cuantitativamente similar al que se obtuvo previamente
para la férmula en polvo y esterilizada sin tratar (tabla 30). Sin embargo, en esta ocasiéon no
se aprecia una menor dialisis con la formula esterilizada respecto a su homologo en polvo,
sino que las diferencias se producen entre la formula esterilizada y los dos preparados de la
marca B y las dos formulas en polvo. Existid més zinc soluble pero no dializado con las
formulas A que con las B y por ¢l contrario el precipitado fue mayor con los preparados de
la marca B. Ademas de estas diferencias atribuibles a la marca comercial, se observd que el
zinc de la formula UHT se solubilizaba peor en comparacién con su correspondiente formula

en polvo, ya que el dializado y no dializado solubles eran mas bajos y el precipitado mayor.

Sandstrém y col. (1983) indicaron que ia solubilizacion del zinc de las féormulas

infantiles puede presentar grandes diferencias debido a que se encuentre unido en mayor o
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menor proporcién a la fraccion grasa, algo que en nuestro estudio podria estar relacionado con
las variaciones asociadas a la marca comercial. Por otro lado, los mismos autores indican que
la presencia de emulsificantes en la féormulas liquidas puede condicionar un secuestro de
cationes, 1o que explicaria en €l caso del preparado B el mayor porcentaje de zinc precipitado

y menor porcentaj’e soluble con la forma liquida respecto al polvo.
4.3.7.2.Ensayos in vivo

La utilizacion nutritiva del zinc fue muy diferente en los animales alimentados con la
dieta control en relacion con la dieta estandar para la rata. Las diferencias en las cantidades
ingeridas no legaron a ser significativas, pero la absorcion y retencién aparentes de zinc
fueron muy superiores con la dieta control y también fueron bastante mas altas las eficacias
de utilizacién digestiva, metabolica y nutritiva global (tabla 70).

No obstante, dichas diferencias no quedaron patentes en los analisis efectuados en el cuerpo

entero (tabla 74), o tejidos concretos (tabla 76).

Los animales que se alimentaron con la dieta que contenia la formula infantil A, tanto
en polvo como liquida, ingirieron una cantidad de zinc significativamente menor que los del
control (tabla 71), y a su vez los que tomaron las dietas con la formula A ingirieron
significativamente menos que los que comieron la formula B en cualquiera de sus dos
presentaciones. La eliminacién fecal de zinc fue algo mas alta en el grupo B polvo,
significativamente frente a A liquido esterilizado. Ello afectd en alguna medida los valores
de absorcidn, y se observo en este grupo una diferencia significativa en comparacidn con su
homologo la del UHT. Entre los grupos de formulas infantiles, la absorcion correspondiente

al preparado A polvo fue significativamente inferior que la del control.

La eliminacion urinaria de los grupos cuyas dietas contenian formula infantil fue
significativamente superior frente al grupo control, practicamente el doble mas baja: esto se
tradujo en que dichos grupos presentaron una retencion de zinc mas baja, aunque solo llegd

a ser significativamente inferior para el grupo A polvo. El incremento de la zincuria se puede
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a ser significativamente inferior para el grupo A polvo. El incremento de la zincuria se puede
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Figura 29. Utilizacion digestiva y nutritiva de zinc
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atribuir a las premelanoidinas que quelan al zinc en el intestino o después de su absorcién y
son excretadas en la orina (Furniss y col.,, 1977). Otros muchos trabajos experimentales
realizados con ratas alimentadas oralmente con dietas que contenian estos productos de la
* reaccién de Maillard, coinciden en que las excreciones urinarias de cationes estaban elevadas
y entre estos el zinc suele ser el mas sefialado (Fumniss y col, 1986; Furniss y col., 1989;
Fairwather-Tait y Symss, 1989; Hurrell, 1990).Sin embargo, el mayor o menor grado de
alteracion térmica en los preparados para lactantes estudiados, no afectd la excrecion de zinc

por orina.

El coeficiente %A/l fue ligeramente inferior en los dos grupos que tomaron una dieta
que contenfa férmula en polvo; y los indices %R/A y %R/l fueron significativamente
inferiores en estos dos grupos con respecto al control. Estos resultados,aunque discretos, lievan
a pensar que el procesamiento industrial de deshidratacién ha desencadenado la reaccion de
Maillard, puesto que como se ha indicado, se produce con mas intensidad en medios con un
bajo contenido de humedad, como quedé reflejado en los valores de furosina obtenidos para
la férmula infantil en polvo A, pero no la B, frente a las formas liquidas (tabla 71). De
acuerdo con Hurrell (1990) las premelanoidinas absorbidas, son responsables de las elevadas
excreciones urinarias de zinc, lo que se observaria en nuestro estudio por eso cierta
disminucién del coeficiente R/A, mientras que las melanoidinas, no absorbibles,

interaccionarian con el elemento en el tracto gastrointestinal.

En otros estudios de la bibliografia se ha descrito que el incremento de la eliminacién
urinaria de zinc no conducia a cambios en los niveles tisulares de este elemento al final del
periodo experimental debido a que a pesar de la hiperzincuria {esta ruta de excrecidn de zinc
es minoritaria en comparacion con la excrecién fecal) (Hurrell, 1990; Fairweather-Tait y
Symess, 1989 Teresa), yva que la homeostasis de zinc se consigue mediante pequeﬁ'os cambios
adaptativos en la cantidad de zinc que elimina via fecal, bien a través de un incremento de
la absorcion de zinc o a través del detrimento de la excrecién de zinc enddgeno, o bien por

ambas (Weigand y Kirchgessner, 1980; Wadam y col., 1985).
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Ni la composicion de los érganos analizados, ni la concentracion sérica de zinc mostré
diferencias entre los cinco grupos (tablas).Tan sélo la concentracién en zinc en la piel de las
ratas que tomaron la dieta A polvo fue significativamente superior que la del control. Como
ya ha sido sefialado, precisamente dicho grupo mostré la utilizacion digestiva, metabélica y
nutritiva mas baja y su dieta contenia la férmula que presentaba mas furosina. Una alta

concentracién de zinc en la piel es indicativo de un estado de "malnutricién” (Varela y col.,
1992).

4.3.8.Biodisponibilidad el cobre

Las ratas alimentadas con la dieta control ingirieron significativamente mas cobre que
las que comieron la dieta de referencia, y sin embargo este segundo grupo eliminé una
cantidad de cobre por heces significativamente mayor; esto determind que su absorcién y
utilizacién digestiva fueran aproximadamente la mitad respecto al grupo control y por lo tanto
significativamente inferiores. Segun estos resultados, se podria concluir que un contenido de
un 14% de grasa, frente al 5%, en la dieta para ratas mejora notablemente la utilizacién del
cobre (tabla 72).

La diferencia anteriormente indicada también quedd patente en el contenido y
concentracion de cobre corporal, siendo mucho mayor, y por supuesto significativamente
distinto, los valores obtenidos en el grupo control para ambos parametros (tabla 74). Nuestros
resultados son equiparables a los estudios de Aguirre (1995) en ratas administradas dietas que
contenian aceite de oliva, girasol y palma en un 2% y 8%, respectivamente, las carcasas de
los animales que tomaban las dietas con un mayor contenido de grasa, de cualquiera de los

tres aceites, presentaban una retencién de cobre mayor que su homdlogo al 2%.

La ingesta de cobre del grupo control fue significativamente superior que la de los
cuatro grupos experimentales y paralelamente su eliminacion fecal fue mas alta que la del

resto, aunque so6lo liegd a ser significativamente mayor que la del grupo A polvo y A liquido
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esterilizada (tabla 73). Todos los animales que consumieron una dieta que contenia alguno de
los preparados para lactantes absorbieron significativamente menos cobre en comparacién con
el control, pero a nivel de la eficacia de utilizacion digestiva unicamente la correspondiente
a los dos grupos de ratas que tomaron férmula en polvo fue significativamente menor frente
al grupo control, lo cual se relaciona con el balance de zinc, donde estos dos mismos grupos
presentaron los valores de %A/l mas bajos, aunque en este iltimo mineral la regulacion se da

a nivel metabolico fundamentalmente.

Si comparamos los resultados obtenidos en el presente estudio con los de la
experiencia II coincide que en ambas los grupos que ingirieron una férmula en sometida a
deshidratacién mostraron una eficacia de absorcién mas baja respecto a la misma férmula
liquida, pero dichas diferencias no repercutieron en el contenido corporal total de cobre en
valor relativo (tabla 36), si en valor absoluto de cobre aunque esto se explica por la diferencia

de peso que mostraron los animales de uno u otro grupo al final del ensayo.

Entre los primeros estudios llevados a cabo sobre la reaccion de Maillard estan los
ensayos "in vitro" en los que Herdlicka (1976) sefiala que cuando se calientan mezclas de
glucosa-glicina o fructosa-glicina en presencia de sales de Cu o Fe se forman pigmentos
insolubles que actian como agentes quelantes de estos cationes, y estos pueden incluir en su
utilizacion digestiva. Este mecanismo inhibitorio podria relacionarse con que los iones Cu son
fuertemente adheridos por los productos avanzados de la Reaccion de Maillard originados en
dichas mezclas (Rendleman e Inglett, 1984) y al introducirlos en las dietas para animales estos
podrian afectar 1a biodisponiblidad de los cationes (Rendelman, 1987). En nuestros ensayos
solo determinamos la presencia de premelanoidinas a través de furosina, pero segtin los
resultados in vivo cabria pensar que coexistiesen también productos avanzados de la reaccién
de Maillard, responsables de la presencia mas alta de cobre en las heces alterando asi su

utilizacién digestiva o bien que las premelanoidinas hayan participado en este proceso.

Sin embargo las diferencias observadas en el balance de Cu no repercutieron sobre el

contenido total ni la concentracién de este elemento en el higado, piel y hematies (tabla 81).
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Debido probablemente a su mayor ingesta de cobre, €l grupo control mostrd un contenido y
la concentracion de cobre corporal total y en valor relativo significativamente superior a las

los grupos cuya dieta que contenia férmula infantil (tabla 75).
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5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se estudia la influencia de calentamiento al bafio Maria y por microondas, en
condiciones domésticas, de leche de vaca con diferente composicién grasa, entera o
descremada, y un preparado para lactantes en dos formas de presentacién, polvo y liquida,
sobre la biodisponibilidad de calcio, fésforo, magnesio, hierro, zinc y cobre. Para ello se
realiza inicialmente un ensayo de disponibilidad in vitro. También se llevan a cabo ensayos
en ratas lactantes, durante su tercera semana de lactacion, a fin de conocer los efectos del
calentaminento domeéstico de la leche de vaca entera y del preparado para lactantes en sus dos
modalidades. En estos animales se efectia un ensayo de balance y al final del periodo
experimental la mitad de cada grupo se sacrifica para extraer eritrocitos, higado, bazo y piel
para su posterior analisis; la otra mitad se reserva intacta para analizar la composicién corporal
total.

Una vez conocidos los resultados del estudio anterior, se estudié la influencia del
tratamiento térmico industrial implicado en la elaboracién de preparados para lactantes y se
utilizaron un preparado para lactantes A en forma de polvo y liquida esterilizada
convencionalmente, que fue la misma marca comercial empleada en el estudio de ios efectos
del calentamiento doméstico, y otro preparado B en forma de polvo y liquido UHT. Dichas
formulas infantiles fueron estudiadas mediante la disponibilidad in vitro. Ademas, se
elaboraron dietas para ratas en crecimiento y se realizé un ensayo de balance frente a un
grupo control. Las determinaciones efectuadas fueron similares a las indicadas para el estudio

anterior.

De todo ello se deducen las siguientes conclusiones:
RESPECTO AL CALENTAMIENTO DOMESTICO
CONCLUSION PRIMERA: La disponibilidad in vitro de los elementos calcio, f6sforo,
magnesio y zinc se¢ ve favorecida en la leche de vaca descremada frente a la entera, lo que
se relaciona con interferencias de la grasa en dicho modelo que probablemente no tienen

repercusiones en el organismo.
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CONCLUSION SEGUNDA: El calentamiento previo de la leche de vaca entera al bafio Maria
o por microondas no afecta la ingesta voluntaria ni el crecimiento en ratas lactantes. Estos

animales alcanzan al final de su lactacion pesos correspondientes al momento del destete.

CONCLUSION TERCERA: La utilizacién digestiva y/o metabdlica de los elementos calcio,
fosforo, magnesio, zinc y cobre de la leche de vaca entera tiende a favorecerse por el
calentamiento doméstico, sin apreciarse diferencias importantes entre el uso del bafio Maria
o el microondas. No obstante, dichas variaciones no alteran el balance ni el contenido corporal
de dichos. elementos al final del ensayo. La biodisponibilidad del hierro de la leche de vaca

en ratas lactantes es muy escasa y se produce anemia, incluso con la leche no tratada.

CONCLUSION CUARTA: El calentamiento doméstico de la féormula infantil en polvo
reconstituida favorece la disponibilidad in vitro de calcio, pero en general, a diferencia de la
leche de vaca, no se producen cambios tendentes a solubilizar el resto de los elementos. In
vivo las consecuencias del calentamiento doméstico de estos preparados infantiles son mimimas
y se producen en general por la interaccion con el individuo que los consume que se encuentra

en un periodo vulnerabie.

RESPECTO AL TRATAMIENTO TERMICO INDUSTRIAL DE LAS FORMULAS
INFANTILES

CONCLUSION QUINTA: La alimentacién de ratas lactantes con férmula infantil determina
una ingesta e incremento de peso inferiores respecto a la alimentacién con leche de vaca, de
modo que no se alcanzan los pesos normales del destete. Este efecto resulta mucho mas
marcado con la leche liquida esterilizada que con la deshidratada, lo que condiciona la
utilizacién nutritiva del conjunto de los nutrientes. Sin embargo, cuando se emplea el modelo
in vivo con ratas mas mayores no se aprecian variaciones de la ingesta o el peso en funcion
del tratamiento de deshidratacién, esterilizacién convencional ¢ por UHT.

CONCLUSION SEXTA: La biodisponibilidad el calcio del preparado infantil liquido
esterilizado se altera porque los animales beben menos alimento en comparacién con los

316



Resiimen y Conclusiones

alimentados con el producto deshidratado, y aunque incrementan su eficacia de absorcién,
presentan unas pérdidas urinarias relativamente elevadas y en definitiva una retencién
corporal inferior. Por el contrario, en ratas al destete los preparados en polvo respecto a los
liquidos tienden a elevar la absorcion y retencién célcica. Ello parece asociado a los distintos
contenidos de lactulosa y furosina de dichos productos.

CONCLUSION SEPTIMA: La retencién o balance de fésforo y magnesio también
disminuyen en el preparado liquido esterilizado frente al deshidratado, y a diferencia del
calcio ni siquiera existe un efecto de regulacién a nivel digestivo incrementando la proporcién
absorbida, sino que ésta se reduce. No se modifica apreciablemente el balance o composicién
corporal de estos mineral por el consumo de preparados en polvo y liquidos por ratas al
destete.

CONCLUSION OCTAVA: La utilizacién de la proteina se afecta por la ingesta del
preparado liquido esterilizado, porque disminuye su digestibilidad, lo que seria consecuencia
de la proporcion relativamente elevada de melanoidinas en dicha férmula y de la més elevada
desnaturalizacién proteica en relacién a las demés. Y también se afeéta, pero a nivel
metab6lico por el consumo del preparado en polvo que tiene alto nivel de compuestos
iniciales de la reaccién de Maillard, debido a que dichos productos se absorben pero no se

utilizan en el organismo y aparecen en la orina.

CONCLUSION NOVENA: La biodisponibilidad de los elementos traza, hierro, zinc y cobre,
es inferior en las ratas lactantes alimentadas con la férmula infantil esterilizada frente a la
del mismo fabricante equivalente en polvo, pero en las ratas més adultas esa diferencia queda
diluida, sin encontrarse tampoco variaciones entre los productos deshidratados y esterilizados
por UHT.
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