DETERMINACION DE LA LACTULOSA (4-O-B-D-galactopiranosil-D-
fructofuranosa) COMO INDICADOR DE CALIDAD EN LECHES
COMERCIALES, POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

MARISOL SALAZAR SANDOVAL

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
POPAYAN
2007



DETERMINACION DE LA LACTULOSA (4-O-B-D-galactopiranosil-D-
fructofuranosa) COMO INDICADOR DE CALIDAD EN LECHES
COMERCIALES, POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

MARISOL SALAZAR SANDOVAL

Trabajo de grado presentado como requisito para obtener el titulo de Quimica

DIRECTORA

MAITE DEL PILAR RADA MENDOZA, Ph.D.

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
POPAYAN
2007



211
2.2
221
2.2.2
2.2.3
224
2241
2.24.2
2.2.5
2.2.6
2.2.7
2.2.8
2.3
231

2.3.2
2.4
24.1
2.5

TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN
INTRODUCCION
MARCO TEORICO

DEFINICION Y PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICO-FISICAS

DE LA LECHE

Leches enriquecidas con minerales y multivitaminas
COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE

Agua

Lipidos

Carbohidratos

Proteinas

Caseinas

Proteinas del suero

Minerales

Vitaminas

Enzimas

Bacterias

CLASIFICACION DE LAS LECHES

Segun las caracteristicas fisicoquimicas, microbiol6gicas
y otras

Seguln el proceso de higienizacién

CALIDAD DE LA LECHE

Analisis fisicos, quimicos y microbiologicos
TRATAMIENTO TERMICO Y ACCION DEL CALOR SOBRE
LOS ALIMENTOS

pag.

w

17
22
25
27

32



251 Efectos del tratamiento térmico sobre la calidad de laleche 32

2.6 INDICADORES DE TRATAMIENTO TERMICO 33
2.7 REACCIONES DE DEGRADACION DE LA LACTOSA 35
2.8 LACTULOSA 38
2.9 ANALISIS DE LACTULOSA 41
3. OBJETIVOS 46
3.1 OBJETIVO GENERAL 46
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 46
4. METODOLOGIA 47
4.1 EQUIPOS, MATERIAL DE VIDRIO Y PLASTICO Y REACTIVOS 47
4.1.1 Equipos 47
4.1.2 Material de vidrio y plastico 47
4.1.3 Reactivos 48
4.1.3.1 Soluciones y mezclas 49
4.2 CONDICIONES ASEPTICAS DEL MATERIAL DE MUESTREO

Y TRABAJO 51
4.2.1 Limpiezay secado del material 51
4.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS 52
4.4 OPTIMIZACION DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

Y ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA UTILIZADA EN

EL ANALISIS FiSICO-QUIMICO DE LECHES LIQUIDAS 54
4.4.1 Prueba de reduccion del azul de metileno (TRAM) 55
4.4.2 Prueba de fosfatasa 56
4.4.3 Determinacion de la densidad 56
4.4.4 Determinacion de acidez 57
4.4.5 Determinacion de pH 57
4.4.6 Determinacidn del contenido de grasa 58
4.4.7 Determinacion de extracto seco (ES) 58
4.4.8 Determinacion del extracto seco desengrasado (ESD) 58

4.4.9 Determinacion de proteina 59



4.4.10
4.4.11
4.5

45.1
45.2
4.5.3
4.6

4.6.1
4.6.2
4.6.2.1
4.6.2.2
4.6.3
4.6.4
4.7

4.8

4.8.1
4.8.2.
4.9

5.1.1
5.1.2

Determinacion de cenizas 60
Analisis estadistico

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES

DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA

DETERMINACION DE LACTULOSA 61
Calibracion de los espectrofotémetros 62
Seleccion de la longitud de onda 62
Método de cuantificacion 63
PUESTA A PUNTO DEL METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE LACTULOSA 63
Linealidad 63
Precision 64
Repetibilidad 6 precision espectrofotométrica 64
Repetibilidad del método 64
Sensibilidad 64
Exactitud del método 64
ESTABILIDAD DE LA LACTULOSA 65
EXTRACCION DE LACTULOSA Y OBTENCION DEL

COMPLEJO ABSORBENTE 65
Extraccion de lactulosa 65
Formacion del Complejo coloreado 66

APLICACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
LA ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE LACTULOSA

EN MUESTRAS DE LECHE COMERCIALES 69
RESULTADOS Y DISCUSION 70
OPTIMIZACION DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS Y
ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA UTILIZADA EN

EL ANALISIS FiSICO-QUIMICO DE LECHE LIQUIDA 70
Optimizacion de pruebas microbioldgicas 70

Estandarizacion e intercalibracion de analisis fisico-quimicos 71



5.1.2.1
5.1.2.2
5.1.2.3
5.1.2.4
5.2

5.3

5.4

54.1
5.4.2
5.4.3
5.5

5.5.1
5.5.2
5.5.21
5.5.2.2
5.5.3
5.5.4
5.6

5.7

5.8

Precision 71
Intercalibracion 74
Analisis estadistico 76
Exactitud 7l
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS LECHES UHT
COMERCIALES 79
CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LAS LECHES UHT
COMERCIALES 81

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES
DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA

DETERMINACION DE LACTULOSA 91
Calibracion de los espectrofotémetros 92
Eleccion de longitud de onda 92
Método de cuantificacion 96
PUESTA A PUNTO DEL METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE LA LACTULOSA 97
Linealidad 98
Precision 98
Repetibilidad del método 98
Repetibilidad 0 precision espectrofotométrica 100
Sensibilidad 101
Exactitud del método 103
ESTABILIDAD DE LA LACTULOSA 104
EXTRACCION DE LACTULOSA Y OBTENCION DEL COMPLE-
JO ABSORBENTE 107

APLICACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO

PARA LA ESTIMACION DE LA CONCENTRACION

DE LACTULOSA EN MUESTRAS DE LECHE COMERCIALES 109
CONCLUSIONES 117
RECOMENDACIONES 120



BIBLIOGRAFIA 121
ANEXOS 125



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Distribucién de los minerales de la leche!3

Tabla 2. Composicién en vitaminas en la leche®

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas y condiciones especiales de
la leche cruda entera3

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas y condiciones especiales de
la leche higienizada entera, semidescremada y descremada®

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y condiciones especiales de
la leche en polvo entera, semidescremada y descremada3

Tabla 6. Indicadores del deterioro de la leche segun la Reaccién de
Maillard (RM)®

Tabla 7. Niveles maximos permitidos de Lactulosall %8

Tabla 8. Pruebas microbiolégicas para evaluar la calidad de la leche
Tabla 9. Medidas de densidad de la leche en g/mL a 15 °C

Tabla 10. Medidas del porcentaje de acidez

Tabla 11. Medidas de pH de la leche

Tabla 12. Medidas del porcentaje de grasa

Tabla 13. Medidas del porcentaje de proteina

Tabla 14. Medidas del porcentaje de cenizas

Tabla 15. Resultados de la intercalibracion de los analisis fisico-
guimicos

Tabla 16. Porcentaje de error de los anélisis fisico-quimicos

Tabla 17. Analisis microbiol6gico de leches comerciales procesadas
térmicamente, enteras, semidescremadas y descremadas

Tabla 18. Caracterizacién fisico-quimica de las leches enteras comer-
ciales procesadas térmicamente

Tabla 19. Caracterizacion fisico-quimica de las leches semidescrema-

das comerciales procesadas térmicamente

pag.
13
15

19

20

21

35
40
70
72
12
73
73
73
74

75
77

80

83

84



Tabla 20. Caracterizacion fisico-quimica de las leches descremadas
comerciales procesadas térmicamente

Tabla 21. Longitud de onda tedrica segun las reglas de Woodward-
Fieser#3

Tabla 22. Repetibilidad del método de la lactulosa, usando los equi-
pos THERMO GENESYS 6 e INTRALAB - DMS 100

Tabla 23. Repetibilidad espectrofotométrica de la lactulosa, usando
los equipos THERMO GENESYS 6 e INTRALAB — DMS 100

Tabla 24. Limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC). Equipo
THERMO GENESYS 6 e INTRALAB DMS-100

Tabla 25. Porcentaje de recuperacion de la lactulosa por
espectrofotometria UV-visible. Equipos THERMO GENESYS 6

e INTRALAB DMS - 100

Tabla 26. Datos de estabilidad de patrones de lactulosa de
concentraciones 0,07, 0,1y 0,3 mg/mL y de una muestra de

leche (ApSCaV) en diferentes dias. Equipo THERMO GENESYS 6

e INTRALAB DMS - 100

Tabla 27. Contenido de lactulosa (mg/mL) de leches liquidas ultra-
pasteurizadas (UHT). Equipo THERMO GENESYS 6 e INTRALAB
DMS-100

Tabla 28. Niveles de lactulosa encontrados en leches UHT y esterili-
zada en diferentes estudios

Tabla 29. Componentes mayoritarios de las muestras de leche segun
el envase

Tabla 30. Componentes minoritarios de las muestras de leche seglin
el envase

85

96

99

101

102

104

105

110

114

126

127



LISTA DE FIGURAS

pag
Figura 1. Estructura de la Lactosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-
glucopiranosa) 9
Figura 2. a) a-lactosa, b) B-lactosa 10
Figura 3. Estructura de una micela de caseina 11
Figura 4. Transformacion Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein
de lactosa a lactulosa® 37
Figura 5. Lactulosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-fructofuranosa) 38
Figura 6. Isdbmeros de la lactulosa 39

Figura 7. a) Producto de deshidratacion del carbohidrato; b) Reaccion

de la antrona con el derivado furfural 44
Figura 8. Espectrofotometro UV-visible, THERMO GENESYS 6 61
Figura 9. Espectrofotémetro UV-visible, INTRALAB-DMS 100 62
Figura 10. Extraccién de lactulosa en metanol 66
Figura 11. Precipitacion de la fraccion proteinica 66

Figura 12. Espectros de absorcién de lactulosa de concentraciones
de 3 mg/mL y 15 mg/mL. a) Espectrofotometro INTRALAB DMS-100y

b) Espectrofotémetro THERMO GENESYS 6 94
Figura 13. Curvas de calibracion para la determinacion de lactulosa:

a) THERMO GENESYS 6, b) INTRALAB — DMS 100 97
Figura 14. Estabilidad en la concentracién de lactulosa respecto

al tiempo: a. THERMO GENESYS 6, b. INTRALAB DMS-100 106

Figura 15. Desplazamiento de longitud de onda de la especie
absorbente 108



LISTA DE DIAGRAMAS

pag.

Diagrama 1. Transformacion de monosacéaridos en medio alcalino 36

Diagrama 2. Metodologia espectrofotométrica 68



RESUMEN

La importancia de la leche como un alimento de alto valor nutritivo (6ptimo para
incluir en la dieta del humano) genera inquietudes acerca de su composicién y por
tanto de su calidad con respecto a los tratamientos térmicos cuando es sometida a
comercializacion, aun mas considerando la gran variedad de leches enriquecidas y

adicionadas que existen en el mercado hoy en dia.

Para profundizar un poco sobre la calidad de la leche procesada y consumida en
Colombia, se estudiaron 21 muestras de leche ultrapasteurizadas (UHT),
seleccionadas al azar entre la gran variedad de clases y marcas ofrecidas por el
comercio. El analisis consistid en evaluar las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbiol6gicas que establece la normativa Colombiana como parametros de
control de calidad, dentro de los que se encuentran las determinaciones de
densidad, acidez, grasa, solidos totales, sélidos no grasos y las pruebas de
fosfatasa y tiempo de reduccién del azul de metileno; adicionalmente, se evalud el

pH, el porcentaje de cenizas y de proteina.

Dicha caracterizacion resulté favorable puesto que los parametros concordaban
con los rangos establecidos y aceptados por las normas para calificar una leche

como apta para el consumo.

Por otra parte, como una medida de control de los procesos térmicos, se evaluo el
contenido de lactulosa, un indicador de calidad de la leche, el cual permite
identificar el tratamiento térmico empleado; este analisis se realiz6 por un método
colorimétrico, empleando dos espectrofotometros, con el fin de comparar sus

sensibilidades.



Los contenidos de lactulosa en las leches analizadas se encuentran en el rango de
0,7 a 6,8 mg/mL en el espectrofotometro THERMO GENESYS 6 y de 0,5 a 7,2
mg/mL en el espectrofotometro INTRALAB DMS-100, valores que resultaron muy
superiores a los encontrados y establecidos para leches ultrapasteurizadas en la
normatividad Europea, la cual fue el punto de comparacion, debido a que en
Colombia no existe una norma que evalle el contenido de lactulosa segun el

tratamiento térmico empleado.

El método presentd una buena correlacion lineal, r= 0,9996 para el
espectrofotometro  THERMO GENESYS 6 (con limites de deteccion vy
cuantificacion de 0,015 y 0,049 mg/mL, respectivamente y un porcentaje de
recuperacion de 94,2%), y r= 0,9957 para el espectrofotometro INTRALAB DMS-
100 (cuyos limites de deteccion y cuantificacion fueron 0,012 y 0,040 mg/mL,

respectivamente y un porcentaje de recuperacion de 96,0%).



1. INTRODUCCION

La leche, desde el punto de vista nutricional, siempre ha sido considerado un
alimento casi completo para el hombre!. Por su equilibrada composicion, es un
alimento noble que provee a nuestro organismo proteinas, grasa y algunas

vitaminas y minerales necesarios?.

La salubridad y aceptabilidad de este alimento dependen de un control sanitario
muy estricto!, cuyo objeto es reducir al minimo los posibles peligros para la salud
debidos a la presencia de microorganismos; para ello, la leche cruda es sometida
a procesos fisicos de higienizaciéon, tales como: pasteurizacion, irradiacion,
ultrapasteurizacion y esterilizacion; estos procedimientos estan basados en una
relacion de temperatura-tiempo que no permite alterar, en la leche, ni su valor
nutritivo ni sus caracteristicas fisicoquimicas u organolépticas®, pero que no
siempre son suficientes para garantizar un tiempo prolongado de vida util del
producto; por ejemplo, la pasteurizacion e irradiaciéon producen leches que soélo
pueden conservarse a temperaturas de refrigeracion por pocos dias, la
ultrapasteurizacion permite obtener productos mas duraderos que permanecen
inalterables por méas tiempo, mientras que la esterilizacion da como resultado

productos conservables hasta por 12 meses a una temperatura ordinaria®.

Por otra parte, los tratamientos térmicos pueden producir en la leche de partida
modificaciones indeseables®, presentdndose cambios en algunos de los
componentes de la leche, como es el caso de los carbohidratos y minerales, que
pueden alterar el aroma, el color, la consistencia y reducir el valor nutritivo debido
a la formaciébn de compuestos que no estaban presentes en la leche no

procesada, tales como son la lactulosa, el hidroximetilfurfural, la furosina, etc>.



Para producir leches de elevada calidad, es necesario conocer los cambios que
ocurren en los componentes de la misma durante el tratamiento térmico al que son
sometidas®, puesto que su calidad puede estar relacionada con la cantidad de
calor aplicado durante los procesos; por tanto, es necesario contar con indicadores
que permitan identificar el tipo de tratamiento térmico empleado y como una

medida de control del proceso’.

Considerando que en nuestro pais y mas aun en el departamento del Cauca, el
control de calidad de la leche comprende un analisis fisicoquimico rutinario, resulta
interesante poder implementar y aplicar un método sencillo por una técnica de facil
acceso como espectrofotometria UV-visible, que contribuya a un analisis de rutina
mas especifico y confiable y que aporte y complemente a la evaluacién de la
calidad de la leche después de haber sido sometida a un tratamiento térmico en

las Industrias procesadoras de leche.

Uno de los indicadores de tratamiento térmico mas extensamente estudiado es la
lactulosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-fructofuranosa), conocida por su formacion
durante el tratamiento térmico. Este indicador se forma por una reaccion de
isomerizacion de la lactosa mediante la transformacion Lobry de Bruyn-Alberda
Van Ekenstein y representa indudablemente el indice mas apropiado para
establecer la carga de calor a la cual la leche fue sometida®.



2. MARCO TEORICO

2.1 DEFINICION Y PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICO-FISICAS DE LA
LECHE

La leche es el producto de la secrecion normal de la glandula mamaria de
animales bovinos sanos, obtenida por uno o varios ordefios diarios, higiénicos,
completos e ininterrumpidos®; es un liquido opaco, de color blanco a blanco
amarillento, de sabor ligeramente dulce y olor caracteristicamente inespecifico®
(cuando el color es amarillento 6 verde-amarillento, este se debe a los carotenos
de la fase oleosa y a la riboflavina de la fase acuosa?®); fisicamente, constituye un
sistema complejo: es una suspension coloidal de particulas en una fase acuosa
dispersante. Las particulas son glébulos de materia grasa, pero existen ademas
micelas proteicas formadas por la interaccion de caseinas y otras proteinas con
las sales minerales presentes en la fase acuosa. Estas son las particulas en
suspension, responsables de la consistencia, opalescencia y el aspecto blancuzco

de la leche®.

Algunas propiedades fisicas y quimico-fisicas como pH (6,5-6,75), indice de
refraccion (n?’ 1,3410-1,3480), conductividad eléctrica especifica (4,0-5,5x107
Ohmcm?), permiten realizar una evaluacion preliminar de la leche y en ciertos
casos, dar una idea de su composicion; ejemplos de ello son: La masa especifica
de la leche (1,029-1,034 a 15°C), que aumenta o disminuye de acuerdo con el
contenido de grasa; el punto de congelaciéon (-0,53 hasta -0,55°C), que permite
determinar el aguado de la leche y el potencial redox, que revela la actividad
reductora de los microorganismos (+0,30 para leche cruda y +0,10 para leche

pasteurizada)®.



2.1.1 Leches enriquecidas con minerales y multivitaminas: en el desarrollo de
un alimento se busca no solo satisfacer el apetito, sino promover un estado de
bienestar, mejorar la salud y reducir el riesgo de enfermedades a través de la
promocion del consumo de algunos alimentos especificos 6 la adicion 6
enriguecimiento con productos, tales como fibra alimentaria, oligosacaridos,
alcoholes, aminoéacidos, acidos grasos poliinsaturados, acido folico, antioxidantes
naturales, elementos minerales y bacterias, con lo que se originan los llamados

alimentos funcionales?.

No existe un acuerdo sobre la definicion de alimentos funcionales, pero en
general, son aquellos que pueden proporcionar un beneficio para la salud, ademas
de nutricion basica. Algunos ejemplos de estos alimentos incluyen tanto a las

frutas y a las verduras como a otros alimentos fortificados y mejorados?.

La adicion de nutrimentos a los alimentos, es uno de los aspectos mas dificiles y
complejos de la tecnologia, ya que antes de efectuarlos, se deben determinar
perfectamente las necesidades del consumidor y el tipo de alimento en el que se
va a llevar a cabo esta adicién; la adicion de nutrimentos se hace por alguna de
las siguientes razones: a) reconstitucién, b) estandarizacién, para compensar la
variacion natural del contenido de nutrimentos, c) enriquecimiento y d) fortificacion,
donde se agregan los nutrimentos que normalmente no estan presentes en el

alimento?.

Durante la fortificacion de los alimentos, se requiere conocer muy bien los efectos
fisicos y quimicos que el nutrimento puede tener sobre ellos; asi por ejemplo, la
adicién de cobre o hierro a alimentos con elevados contenidos en acidos grasos
insaturados, acelera las reacciones de oxidacion de los lipidos; la adicién de
tiamina a un producto fluido que contenga vitamina C y riboflavina, produce
reacciones fotoquimicas y genera varios compuestos volatiles que imparten olores

y sabores desagradables; la adicion de vitamina A a la leche descremada y



condensada, es poco recomendable, ya que durante la esterilizacion se producen
muchos sabores indeseables que provienen de las reacciones de descomposicion
de dicha vitamina en ausencia de lipidos que la protejan. Por otra parte, la adicion
de nutrimentos puede resultar muy complicada debido a los problemas que se
presentan para obtener su distribucion homogénea en el alimento, siendo
necesario afiadir aditivos que ayuden a estabilizarlo. Por tanto, deben tomarse

muchas precauciones antes de efectuar la fortificacion®.

La mayoria de los expertos en nutricion se oponen a enriquecer a los alimentos de
una manera indiscriminada, ya que una dieta normal proporciona todos los
nutrientes necesarios y un exceso de ellos, puede ser peligroso para la salud; no
obstante, existen leches enriquecidas para satisfacer la demanda nutricional que

existe en algunos paises?.

A la leche se le aflade generalmente, una larga serie y cantidad suficiente de
vitaminas y minerales para que se aporten por cada litro las dosis minimas
(niveles en 100 g deben ser superiores al 15 por ciento de la ingesta diaria)
recomendadas de vitamina A, D, tiamina, riboflavina, niacina y hierro, esenciales
para el crecimiento, funcionamiento y regeneracion de los tejidos corporales. La
vitamina C no se suele afadir, ya que se destruye rapidamente durante el
tratamiento térmico y en el almacenamiento de la leche; sin embargo, junto al
hierro y al acido félico, participa en la formacion de los glébulos rojos; esto a su
vez hace que el consumo de hierro prevenga y cure la anemial. Otros minerales
como el zinc, son esenciales en el metabolismo de proteinas, grasas y

carbohidratos.

El enriquecimiento con calcio, apoya la buena formacion de huesos y dientes, y
previene la osteoporosis, mejorando la cantidad y calidad de la masa 0sea; este
enriguecimiento se basa en la adicién de leche en polvo o fracciones de leche,

pero también puede conseguirse a través de adiciones de sales de calcio y/o de



calcio-fésforo; también se han comenzado a comercializar productos que
sustituyen la grasa de leche por una mezcla de grasas (vegetales y pescado) con
objeto de incorporar 4cidos grasos polinsaturados y omega-3, de potencial interés
para la salud, ya que ayudan a controlar el nivel de colesterol y triglicéridos,

disminuyendo el riesgo de enfermedades cardiacas®.

De igual manera, existen leches con un contenido bajo en lactosa, debido a que
existe un numero elevado de personas que sufren de intolerancia a la lactosa, es
decir, que no absorben facilmente el disacarido en el intestino, generando un
desorden intestinal debido a la fermentaciéon microbiana del mismo; por tanto, la
leche es tratada con la enzima lactasa durante el envasado, con el fin de hidrolizar
la lactosa a glucosa y galactosa, azlUcares que si son rapidamente absorbidos por

el intestino?.

El enriqguecimiento con fibra dietaria, favorece la absorcion de agua y sodio,
incrementando el numero de movimientos intestinales; este alimento no ayuda a
adelgazar 6 a reducir el peso corporal, excepto cuando hace parte de una dieta en

la cual, la ingestion total de calorias es controlada®.

2.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE

Quimicamente, la leche se define como una mezcla compleja de sustancias
alimenticias organicas e inorganicas, entre las cuales se deben destacar: agua,
grasas, carbohidratos (principalmente la lactosa), proteinas, minerales, vitaminas,
enzimas y bacterias!®. Es un sistema relativamente estable, debido a que todos
sus constituyentes se encuentran en equilibrio formando tres estados fisicos de
dispersion, los cuales varian de acuerdo con factores como la acidez y la
temperatura; estos estados de dispersion son: a) Solucion, estado del que hacen

parte la lactosa, asi como sales, cationes, aniones y vitaminas hidrosolubles, b)



suspensiones coloidales, formadas por las proteinas, tanto caseinas como las del

suero, y c) un estado de emulsiéon, conformado por los glébulos de grasa®.

La composicion de la leche varia notablemente de un animal a otro; factores como
la raza, alimentacion y etapa de lactancia, producen leche con variaciones

considerables, en especial, en lo que respecta al contenido de grasa&.

De igual manera, la leche de cada vaca muestra variaciones de uno a otro dia;
este tipo de variaciones dependen también del estado fisico y mental del animal,
ya que ejercen un efecto adverso tanto en la calidad como en la cantidad de leche

que se produce?’.

A continuacion, se detallan las caracteristicas mas importantes de los

componentes de la leche.

2.2.1 Agua: es el principal componente de la leche (63-87 %) independiente de la

variaciéon en la composicion®.

2.2.2 Lipidos: la grasa lactea se halla finamente repartida en el plasma y se
asocia para formar globulos grasos esféricos, que estan rodeados por una
membrana formada por fosfolipidos y una doble capa de proteina que constituye el
2 % de la masa total del glébulo; ademas de lipoproteinas, la membrana contiene
enzimas tales como xantinoxidasa, acetilcolinesterasa y fosfatasa alcalina®. Esta

membrana estabiliza los lipidos hidr6fobos en el plasma acuoso de la leche®3,

La relacién entre los gldébulos grasos y la fase acuosa de la leche se modifica de
diferentes formas durante el almacenamiento 6 procesado de la leche, de ahi la
diferencia en el contenido de grasa en las diversas leches comerciales enteras
(leches sometidas a un tratamiento térmico, con un contenido minimo de 3,0 % de

grasa)®, semidescremadas (leches tratadas térmicamente, con un contenido de



grasa entre 1,5 % y 1,8 %) y descremadas (leches tratadas térmicamente, cuyo

contenido de grasa es inferior al 0,3 %)32 13,

La composicion media de lipidos en la leche de vaca es de 35 g/L® 8. Los
triacilgliceroles (triglicéridos), constituyen hasta el 98 % de los lipidos totales y
estdn presentes en glébulos rodeados por una membrana derivada de la
membrana plasmatica apical celular’?; se pueden encontrar como di, mono
glicéridos y acidos grasos libres, junto a cantidades mensurables de fosfolipidos
(0,8-1,0 %), colesterol, (0,2-0,4 %), ésteres de colesterol y cerebrésidos®. Otros
componentes se encuentran solo en cantidades muy pequefas, pero pueden ser
importantes para las propiedades organolépticas o desde el punto de vista
nutritivo; entre ellos podemos citar a las vitaminas liposolubles, principalmente A
(40-48 ng/100 mL)® %, D (0,1 ng/100 mL)® ° y E (60-150 pg/100 mL)° junto a
pequefias cantidades de vitamina K (4,7 pg/100 mL)°%; existen ademas,
compuestos responsables del aroma y del sabor como aldehidos, cetonas y

lactonas y algunos pigmentos carotenoides?®3.

En cuanto a su composicion en acidos grasos, todas las grasas lacteas bovinas
presentan el mismo espectro de ocho acidos grasos saturados con namero par de
atomos de carbono (4.0, 6:0, 8:0, 10:0, 12:0, 14:0, 16:0 y 18:0), dos acidos grasos
saturados con numero impar de atomos de carbono (15:0 y 17:0), dienos (18:2),
trienos (18:3) y tres acidos grasos monoinsaturados (14:1, 16:1 y 18:1). La
proporcion de cada acido graso varia de acuerdo con el estado de lactacion; en
condiciones normales, los &cidos grasos saturados suponen el 70 %, los
monoinsaturados el 27 % y dienos y trienos solo el 3 % del contenido total de

acidos grasos en peso®s.

2.2.3 Carbohidratos. La lactosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa) 0
“azlcar de la leche”, es el carbohidrato predominante en la leche bovina (4-6 %)%

12 que contribuye al sabor caracteristico de la leche; sin embargo, también



contiene trazas de otros azucares tales como glucosa y galactosa libre y en menor
cantidad arabinosa, manosa, aminoazUlcares y oligosacaridos!4; su capacidad
edulcorante es aproximadamente la cuarta parte de la que posee la sacarosa e
inferior al de la fructosa (la quinta parte) y glucosa (la mitad)®. Este carbohidrato es
un disacarido constituido por dos moléculas de a-D-glucosa y p-D-galactosa’®, que
existe de forma natural en la leche, principalmente libre, aunque también en
pequefia proporcibn como componente de otros oligosacaridos mayores. Su

estructura se muestra en la figura 1.

CH,OH

4 OH

OH

Figura 1. Estructura de la Lactosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa)

Existen tres anOmeros de la lactosa: a-lactosa monohidratada y o y p-lactosa
anhidras; la forma f tiene una solubilidad mucho mayor, pero por mutarrotacion
alcanza en solucién un equilibrio de las dos formas'3. La velocidad de la
mutarrotacion depende tanto de la temperatura como del pH; asi, el fuerte
aumento de la velocidad a pH<2 y pH>7 se debe a que la velocidad de apertura de
la forma anular, esta catalizada tanto por iones H* como OH®. La forma mas
estable es la o-lactosa monoinsaturada® y la proporcién de estos anémeros
depende de la temperatura; al aumentar la temperatura disminuye la forma p. Las

estructuras de estos andGmeros, se representan en la figura 2.
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Figura 2. a) a-lactosa, b) B-lactosa.

2.2.4 Proteinas: las proteinas de la leche comprenden 35 g/L de la composicién
media® y estan constituidas principalmente por caseinas y proteinas del suero o
“lactosuero”; la caseina constituye la mayor fraccion de las proteinas de la leche
bovinal?, y comprende mas del 80 % de las proteinas totales de la leche, aunque
la proporcion relativa de las proteinas del lactosuero frente a las caseinas, varia
segun el estado de lactacion'®. La leche producida en los primeros dias después
del parto y hacia el final de la lactacion, tiene un contenido de proteinas del suero
mucho mayor que el que tiene la leche a la mitad de la lactacidn; este incremento

estd acompaiado de niveles elevados de proteinas del suero sanguineo??.
2.2.4.1 Caseinas: las caseinas de la leche se pueden subdividir en cinco tipos:

as1, Os2, B, Y Y K caseinas; las asi1, as2, B y k caseinas, constituyendo el 92 % del

contenido proteico de las micelas, se sintetizan en la glandula mamaria, a
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excepcion de la y-caseina, que se origina en la protedlisis post-translacional de la
B-caseina, por la accion de las proteinas nativas de la leche, principalmente,
plasmita o por la actividad proteolitica de las bacterias. Las proporciones relativas
de a, B y k caseinas estan sujetas a variaciones genéticas dentro de los rebafios y
por lo tanto, pueden existir diferencias significativas en la composicion de la

caseina en diferentes vacas?s.

Todas las caseinas forman un complejo esférico altamente hidratado que contiene
fosfato célcico y que se denomina micela (fosfo-caseinato)!? 4. La formacién de
estos complejos esféricos se debe al caracter anfilico de las caseinas y a su
fosforilacion, que facilitan las interacciones entre ellas y con los grupos fosfoserina
en la estructura del fosfato calcico. La estructura de una micela, se representa en

la figura 3:

Figura 3. Estructura de una micela de caseina

El fosfato de calcio es un complejo inorganico que contiene pequefias cantidades

de potasio, sodio y citrato de calcio; se encuentra distribuido por la micela y es de
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importancia para su estabilidad frente al calor, constituyendo el 8 % restante del
contenido proteico de las micelas junto a iones calcio absolutamente esenciales
para la formacién de dicha micela'® 8; al acidificar la leche, el fosfato inorganico se
disuelve, mientras que los fosfatos organicos precipitan en forma conjunta con la

caseinal?.

De los tipos de caseinas existentes, el grupo a, que constituye el 40 %, es
sensible a los iones calcio que la floculan; la B-caseina, con una proporcion
alrededor del 30 %, no es sensible a estos iones a temperaturas inferiores a 10 °C
pero si a altas temperaturas como la de pasteurizacion (72-75 °C); la porcion «
que constituye un 20 %, tampoco presenta sensibilidad a ellos y puede actuar
como agente protector de las fracciones a y 8, manteniéndose en suspension, por

lo cual juega un papel importante en la estabilidad del producto'4.

2.2.4.2 Proteinas del suero: las proteinas del lactosuero comprende: dos tipos de
proteinas nativas (B-lactoglobulina y a-lactoalbumina), la fraccion proteosa-
peptona (derivada de la hidrélisis de la B-caseina) y pequefas cantidades de
proteinas de origen sanguineo, tales como, albumina del suero (seroalbumina) e
inmunoglobulinas, siendo la proteina mayoritaria del lactosuero la p-

lactoglobulina3.

Estas proteinas tienen una estructura globular compacta, en la que los grupos
polares, no polares y los iones, tienen una distribucion relativamente uniforme y
pueden sufrir un plegamiento intramolecular como resultado de la formacién de
puentes disulfuro entre los grupos sulfhidrilo de las cisteinas, quedando la mayor
parte de los grupos hidréfobos, encerrados en el interior de la molécula. Por esta
razon, las proteinas del lactosuero no se agregan fuertemente ni interactan con

otras proteinas en estado nativo®s.
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2.2.5 Minerales: los minerales representan del 0,6 % al 0,8 % del peso de la
leche?, y estan constituidos principalmente por cloruros, fosfatos, citratos y

bicarbonatos de sodio, potasio, calcio y magnesio*? 13,

Todos los minerales se distribuyen entre una fase soluble y una fase coloidal, esta
distribucion y sus interacciones con las proteinas de la leche, tiene importantes
consecuencias en la estabilidad de la leche y sus derivados, ya que la funcion
primaria de las sales es la de neutralizar las cargas negativas repulsivas de los
grupos ortofosfato de las as1, asz2 y B-caseinas, permitiendo asi que esta porcién
de la submicela interaccione por asociacion hidrofébica. Las numerosas
interacciones hidrofébicas individualmente débiles pero colectivamente fuertes,

constituyen una fuerza de gran importancia en la estabilizacion de las micelas®? 13,

La distribucién de los minerales en las fases soluble y coloidal, se indica en la
tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de los minerales de la lechels,

Elemento 6 minerales Contenido (%)
Fase soluble Fase coloidal
Calcio total 33 66
Calcio ionizado 100 0
Cloruros 100 0
Citratos 94 6
Magnesio 67 33
Fosforo total 45 55
Fasforo inorganico 54 46
Potasio 93 7
Sodio 94 6
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En lo que respecta al comportamiento de los minerales frente a los tratamientos
térmicos, las sales de la leche pueden ser de dos tipos: las que no sufren ninguna
modificacion como las de sodio, y las que resultan afectadas como el calcio, citrato
y fosfato; el tratamiento modifica los equilibrios de las sales de calcio, produciendo
una disminucién en el calcio soluble y la precipitacion del fosfato calcico'3; asi,
cuando la elevacion de temperatura es moderada y no sobrepasa los 55-60 °C, se
observa que la insolubilizacion progresiva del fosfato célcico va acompafnada de la
integracion del mismo en las micelas de fosfocaseinato en forma de una sal
coloidal similar a la estructura nativa, produciéndose una mineralizacion de las
micelas y como consecuencia, un aumento del tamafio medio de las mismas y
probablemente una disminucion del grado de hidratacion. Estas modificaciones
parecen ser completamente reversibles mediante el enfriamiento de la leche
calentada!. Cuando la accién térmica es acentuada, sobre todo cuando la
temperatura sobrepasa los 75-80 °C, la insolubilizacion del fosfato célcico a nivel
de las micelas, se produce bajo una forma diferente del fosfato tricalcico coloidal

nativol.

Ademas, existen otros elementos traza en la leche, siendo el mas abundante el
Zn, asociado en un 85 % con las micelas de las caseinas®. El hierro (Fe) también
esta presente en la leche y la fortificacion con sales férricas protege a la lipasa de
la leche de su desnaturalizacion térmica, por lo que se requiere de
aproximadamente 10 °C mas en la temperatura de pasteurizacion para inactivar

esta enzima en presencia de hierro oxidado*.

2.2.6 Vitaminas: la leche contiene un complemento de vitaminas, por ello es
importante en la dieta como fuente de las mismas. Sin embargo, este contenido en
vitaminas se puede modificar por pérdidas durante el procesado y el

almacenamiento?ls.
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Las vitaminas que se encuentran en la leche, se pueden clasificar en:
Liposolubles, donde se encuentran en moderadas cantidades la vitamina A en
forma de precursor B-caroteno, D y E, e hidrosolubles como las del grupo B,
especialmente Bi1, B2, Bs y Bi2, C, &cido pantoténico, niacina, biotina y &cido

félico'3. Su proporcion en mg/L de leche se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Composicién en vitaminas en la leche®.

Vitamina Concentracién (mg/L)
A (retinol) 0,4
D (colciferol) 0,001
E (tocoferol) 1,0
B (tiamina) 0,4
B- (riboflavina) 1,7
Be (piridoxina) 0,6
B12 (cianocobalamina) 0,005
Nicotinamida 1,0
Acido pantoténico 3,5
C (acido ascorbico) 20,0
Biotina 0,03
Acido félico 0,05

2.2.7 Enzimas: la leche contiene una gran cantidad de enzimas, las cuales tienen
importancia analitica ya que permiten determinar si hubo 6 no, un calentamiento
excesivo durante el tratamiento térmico; la diferente sensibilidad térmica
(inactivacion) de las diversas enzimas lacteas, permite predecir el tipo y la

magnitud del tratamiento térmico aplicado®.
Aunque estan en pequefias cantidades, las enzimas puedan influir de forma

importante en la estabilidad de los productos lacteos y pueden estar presentes en

la leche como resultado del crecimiento microbiano; son particularmente
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importantes las proteasas y lipasas, debido a sus efectos sobre el aroma, sabor y
estabilidad de las proteinas, mientras que las oxidoreductasas afectan el aroma y

el sabor, especialmente en la fraccion lipidica'? 3.

La plasmita es la principal proteinasa de la leche y su concentracion varia de
acuerdo con el grado de transferencia de componentes sanguineos a la leche,
siendo alta al comienzo y final de la lactacion; es muy termoestable al pH normal
de la leche (6,5-6,7) y mantiene una actividad considerable después de la

pasteurizacionts.

La lipasa es la principal lipoproteina de la leche; se encuentra en cantidades
elevadas en la leche recién ordefiada, pero el efecto protector de la membrana del
glébulo graso impide la accion de esta enzima, es decir, hace que la lipdlisis

intensa debida a la lipasa sea un hecho poco frecuente en esta leche!3,

La leche contiene varias oxidoreductasas, incluyendo catalasa, lactoperoxidasa y
xantinoxidasa. La lactoperoxidasa se encuentra en elevadas concentraciones y es
capaz de catalizar la oxidacion de los acidos grasos insaturados, con la
subsecuente aparicion de sabores oxidados; esta enzima también forma parte del
complejo lactoperoxidasa/tiocianato/peroxido de hidrogeno (LPS), que es un

sistema antimicrobiano potencialmente importante®.

Otra de las enzimas mejor conocida es la fosfatasa alcalina, que no afecta a la
estabilidad de la leche, lo cual se debe a que se inactiva casi por completo a la
temperatura de pasteurizacion y es ampliamente utilizada como indice de un

tratamiento térmico adecuado®s.
2.2.8 Bacterias: casi todas las formas bacterianas de importancia en lecheria,

tienen origen vegetal®. La leche extraida asépticamente de ubres sanas no es

estéril, pero contiene un pequefio nimero de bacterias, que se conocen como
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microorganismos de la ubre (flora banal)* 3; entre ellos predominan los
micrococos Yy estreptococos, aunque también son frecuentes las bacterias
corineformes incluyendo Corynebacterium bovis; estas bacterias, no tienen un

efecto importante en la calidad, ni sobre el rendimiento lechero?3.

La leche también es una fuente de microorganismos patdégenos®®. Las bacterias
saprofitas que se encuentran pertenecen al grupo de las bacterias lacticas; se
trata de gérmenes de la familia de las Lactobacteriaceae?*; esta familia comprende
dos tribus: Las Streptococceae (formas esféricas) y las Lactobacilleae (formas en
bastoncillo); la tribu Streptococceae comprende dos géneros: Streptococcuas y
Leuconostoc, mientras que la tribu Lactobacilleae sdélo incluye el género
Lactobacillos*.

Algunas de estas especies producen a expensas de la glucosa, 85 % a 95 % de
acido lactico, denominandose homofermentativas; otras producen 50 % de &cido
lactico, 20 % a 25% de anhidrido carbonico y 20 % a 25 % de alcohol y acido

acético y se conocen como heterofermentativas®.

2.3 CLASIFICACION DE LAS LECHES

De acuerdo con las normas y procedimientos reglamentarios de la industria de
alimentos del Ministerio de Salud® las leches pueden clasificarse en dos
categorias: por sus caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas y, segun el
proceso de higienizacion al que hayan sido sometidas. A continuacion, se

describen cada una de ellas.

2.3.1 Caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y otras: de acuerdo con
sus caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas y otras especiales sefialadas en
el Decreto N° 2437 de 1983 del Ministerio de Salud?, las leches se clasifican en los

siguientes tipos:
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1. Leche cruda entera (Tabla 3),
2. Leche higienizada entera, semidescremada y descremada (Tabla 4), y
3. Leche en polvo entera, semidescremada y descremada (Tabla 5),

cada una de ellas con las siguientes caracteristicas (Tablas 3, 4 y 5):
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas y condiciones especiales de la leche

cruda enteras.

Caracteristicas

fisicoquimicas

Valor

Condiciones especiales

o 15/15 °C (g/mL)

1,0300 - 1,0330

% G (% p/p) Minimo 3,0
ES (% p/p) Minimo 11,3
ESD (% p/p) Minimo 8,3

(IM) (mg/500 cm?3) norma
o disco

En grado maximo de 1,0

para leche provenien-

te de hatos de primera
categoria y 4,0 para leche
proveniente de hatos de

segunda categoria.

Acidez (% é&cido lactico)

0,14a0,19

indice crioscopico (°C)

- 0,54 (+ 0,01 °C)

indice de refraccién n? | Minimo 1,3420
indice lactométrico (°L) Minimo 8,4

Ensayo de  reductasa,

minimo 4 horas.

Prueba de alcohol, no se

coagulara.

Ausencia de sustancias
tales como adulterantes,
preservativos, sustancias to-
xicas y residuos de drogas o
medicamentos. Para resi-
duos de plaguicidas, se
tendran en cuenta normas
oficiales de caracter nacio-
nal o en su defecto las
normas internacionales
FAO, OMS, u otras adopta-
das por el Ministerio de
Salud.

Ausencia de calostro, san-
gre u otros elementos extra-

flos en suspension.
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas y condiciones especiales de la leche

higienizada entera, semidescremada y descremada®.

Tipo de leche

Caracteristicas

fisicoquimicas

Valor

Condiciones especiales

Entera

p 15/15 °C (g/mL)

1,0300 —-1,0330

Prueba de fosfatasa para leche pasteurizada,

ultrapasteurizada y esterilizada: negativa; para leche Irradiada:

positiva.

Prueba de peroxidasa: leche pasteurizada e irradiada:

% G (% p/p) Minimo 3,0
ES (% p/p) Minimo 11,3
ESD (% p/p) Minimo 8,3

positiva; leche ultrapasteurizada y esterilizada: negativa.

IM  (mg/500 cm?®)

norma o disco

En grado méximo
de 0,5

Ensayo de reductasa, minimo 7 horas.

Prueba de alcohol: no se coagulara.

Acidez

(% &cido lactico)

0,14a0,19

Ausencia de sustancias como adulterantes, preservativos,
sustancias téxicas y residuos de drogas o medicamentos.

Para residuos de plaguicidas, se tendrdn en cuenta normas

oficiales de caracter nacional o en su defecto las normas

IC (°C) -0,54 (x0,01°C)
20 Minimo 1,3420
nD

internacionales FAO, OMS, u otras adoptadas por el Ministerio
de Salud.

Semidescremada

p 15/15 °C (g/mL)

1,0310-1,0335

Prueba de fosfatasa para leche pasteurizada: negativa; leche

% G (% p/p)

Minimo 1,5a 2,0

ultrapasteurizada y esterilizada: negativa en planta; leche

irradiada: positiva.

ES (% p/p)

Minimo 9,8

Prueba de peroxidasa: leche ultrapasteurizada y esterilizada:

ESD (% p/p)

Minimo 8,3

negativa.

Ensayo de reductasa, minimo 7 horas.

IM  (mg/500 cm?®)

norma o disco

En grado méaximo
de 0,5

Prueba de alcohol: no se coagulara

Ausencia de sustancias como adulterantes, preservativos,

Acidez

(% &cido lactico)

0,14a0,19

sustancias téxicas y residuos de drogas o medicamentos.
Para residuos de plaguicidas, se tendran en cuenta normas

oficiales de caracter nacional o en su defecto las normas

internacionales FAO, OMS, u otras adoptadas por el Ministerio

IC (°C) -0,54 (£ 0,01 °C)
20 Minimo 1,3420
nD

de Salud.

Descremada

p 15/15 °C (g/mL)

1,0340 —1,0360

% G (% p/p)

Minimo 0,1 a 0,5

ES (% p/p)

Minimo 8,7

ESD (% p/p)

Minimo 8,6

IM  (mg/500 cm?®)

norma o disco

En grado méximo
de 0,5

Acidez

(% &cido lactico)

0,14a0,19

IC (°C) - 0,54 (+ 0,01 °C)
20 Minimo 1,3420
nD

Prueba de fosfatasa para leche pasteurizada,
ultrapasteurizada y esterilizada: negativa; para leche irradiada:
positiva

Prueba de peroxidasa: leche pasteurizada e Irradiada:
positiva; leche ultrapasteurizada y esterilizada: negativa.
Ensayo de reductasa minimo, 7 horas.

Prueba de alcohol: no se coagulara.

Ausencia de sustancias como adulterantes, preservativos,
sustancias toxicas y residuos de drogas o medicamentos.
Para residuos de plaguicidas se tendran en cuenta normas
oficiales de caracter nacional o en su defecto las normas
internacionales FAO, OMS, u otras adoptadas por el Ministerio

de Salud.
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y condiciones especiales de la leche

en polvo entera, semidescremada y descremada3.

Tipo de Caracteristicas valor Condiciones especiales
leche fisicoquimicas
Entera Humedad (% p/p) Méximo 4,5 Puede estar adicionada de:
e Mono y diglicéridos: maximo 0,25 %
% G (% p/p) Minimo 2,6
m/m
IM (mg/500 cm?®) norma o disco | Maximo 15 . Lecitina: maximo 0,5 % m/m

Acidez (% m/m Acido lactico) 10a13 Ausencia de sustancias como adulterantes,

preservativos, sustancias téxicas y residuos de

- o 3 -
Indice de solubilidad (cm") Maximo 1,25 drogas o medicamentos. Para residuos de
Na (% p/p)* Méaximo 0,42 plaguicidas se tendran en cuenta normas oficiales
K (% plp)* Méximo 1,30 de carécter nacional o en su defecto las normas
internacionales FAO, OMS, u otras adoptadas por
. 0 o
Cenizas (% plp) Maximo 6,0 el Ministerio de Salud.
Semidescremada Humedad (% p/p) Maximo 5 Puede estar adicionada de:
e  Mono y diglicéridos: maximo 0,25 %
0, 0,
% G (% p/p) 12a15 m/m
IM (mg/500 cm?®) norma o disco | Maximo 15,0 e  Lecitina: maximo 0,5 % m/m
Acidez (% m/m écido lactico) 12a15 Ausencia de sustancias como adulterantes,

preservativos, sustancias téxicas y residuos de

- o 3 -
Indice de solubilidad (cm) Maximo 1,25 drogas o medicamentos. Para residuos de
Na (% p/p)* Méaximo 0,5 plaguicidas se tendran en cuenta normas oficiales
K (% plp)* Méximo 1,50 de caracter nacional o en su defecto las normas
internacionales FAO, OMS, u otras adoptadas por
Cenizas (% p/p) Maximo 7,2 el Ministerio de Salud.
Descremada Humedad (% p/p) Maximo 5
No debe estar adicionada de monoglicéridos,
% G (% p/p) Maximo 1,5

diglicéridos o lecitina.

IM (mg/500 cm?®) norma o disco | Maximo 22,5

. .- o Ausenci tanci m Iterantes,
Acidez (% m/m &acido lactico) 1l4al7 usencia de sustancias como  adulterantes

preservativos, sustancias toxicas y residuos de

- o 3 o
Indice de solubilidad (cm”) Maximo 2,0 drogas o medicamentos. Para residuos de
Na (% p/p)* Méaximo 0,55 plaguicidas se tendran en cuenta normas oficiales
racter nacional n f las norm
K (% plp)* Méximo 1,80 de caracter nacional o en su defecto las normas
internacionales FAO, OMS, u otras adoptadas por
Cenizas (% p/p) Maximo 8,2 el Ministerio de Salud..

*Na y K (como constituyente natural)
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Los procedimientos que tienen entre sus fines la destruccion de los
microorganismos por el calor, hacen referencia tanto a la pasteurizacion,
irradiacion, ultrapasteurizacion y esterilizacién, cuya finalidad es precisamente la
destruccion microbiana dando como resultado leches higienizadas, ya sea
enteras, semidescremadas o descremadas. A continuacion, se definen este tipo

de leches de acuerdo con su clasificacion.
2.3.2 Proceso de higienizacion: segun el proceso al que haya sido sometida la
leche, se distinguen los siguientes tipos de leche higienizada entera,

semidescremada o descremadal®:

1. Pasteurizada: es el producto obtenido al someter la leche cruda entera a una

adecuada relacion de temperatura y tiempo para destruir su flora patégena y la
casi totalidad de su flora banal, sin alterar de manera esencial ni su valor
nutritivo, ni sus caracteristicas fisicoquimicas u organolépticas®. El proceso se
denomina pasteurizacion comercial (pasteurizacion alta H.T.S.T.) vy
desnaturaliza las inmunoglobulinas y un porcentaje bajo del resto de proteinas
del suero* 1% y consiste en elevar la temperatura del producto de 72 hasta 75
°C durante 15 a 30 segundos®. El producto, es una leche que sélo puede
conservarse a temperaturas de refrigeracion por pocos dias* (48 horas

después de envasada)?.

Adicionalmente, existen otros procesos de pasteurizacion: pasteurizacién baja
o minima, donde la leche se somete a una temperatura de 65 °C por 30
minutos, donde se ocasiona la inactivacion de la fosfatasa alcalina y la lipasa y
se conserva mejor el valor nutritivo, aunque su efecto germicida es bajo* 19;
pasteurizacion alta o calentamiento alto, donde la leche se somete a 85 °C por

2-3 segundos®.
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2. Irradiada: es el producto obtenido al someter la leche cruda entera a la
accion de radiacion ionizante de determinada longitud de onda, para destruir la
totalidad de su flora patégena y la casi totalidad de su flora banal, sin alterar su

valor nutritivo ni sus caracteristicas fisicoquimicas u organolépticas?.

El proceso fisico se denomina irradiacion y es semejante al calentamiento 6 a
la congelacion de alimentos para su conservacion; la Unica particularidad es el
tipo de energia empleada, que es menor a la empleada en el calentamiento y

ocasiona menores cambios quimicos en el alimento?®.

La irradiacion, de acuerdo con la practica actual, se emplea con tres fines: 1.
como alternativa de fumigacion quimica en el control de insectos en ciertos
alimentos como frutas y hortalizas; 2. para inhibir la germinacién y otros
mecanismos de deterioro autogenerados en el alimento y 3. para destruir las
formas vegetativas microbianas, incluidas las que causan enfermedades en el
hombre. Todo esto tiene como consecuencia un aumento en la seguridad y en
la vida util de los alimentos?; sin embargo, segln las normas colombianas, la
leche irradiada tiene como fecha de vencimiento, 48 horas después de

envasadas.

Desde el punto de vista de seguridad, el nivel de energia de la radiacion
aplicada al alimento, es la caracteristica mas importante que debe regularse
con el objeto de evitar la posible formacion de radioactividad inducida en el
material irradiado. En la practica, esto es solo de importancia cuando se toman
en cuenta los tipos de instrumentos, ya que la mayoria de fuentes isotopicas
empleadas habitualmente (®°Co, '¥’Cs), emiten radiaciones de una energia
(1,33 MeV), que es inferior a la energia productora de radioactividad
inducida'®. Esta forma de energia radiante pertenece al espectro
electromagnético 'y  son inducidos  artificialmente, empleédndose
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fundamentalmente como fuentes de rayos gamma, correspondientes a una
longitud de onda inferior a 100 nm?.

3. Ultrapasteurizada (UHT), envasada asépticamente: es el producto obtenido

mediante proceso térmico en flujo continuo, aplicado a la leche, a una
temperatura no inferior a 132 °C durante un tiempo de 2 a 4 segundos, seguido
inmediatamente de envasado aséptico en recipientes estériles a prueba de luz,
impermeables y cerrados herméticamente, de tal manera que aseguran la
ausencia de todas las formas de microorganismos vegetativos y esporulados,
sin alterar de manera esencial ni su valor nutritivo, ni sus caracteristicas

fisicoquimicas u organolépticas®.

4. Ultrapasteurizada (UHT), envasada en alta higiene: es el producto obtenido

mediante proceso térmico en flujo continuo, aplicado a la leche, a una
temperatura no inferior a 132 °C durante un tiempo de 2 a 4 segundos, para
destruir su flora patdgena y la casi totalidad de su flora banal sin alterar de
manera esencial ni su valor nutritivo, ni sus caracteristicas fisicoquimicas u
organolépticas, seguido inmediatamente de un enfriamiento rapido y envasado
en condiciones de alta higiene en recipientes previamente higienizados, y
herméticamente cerrados que aseguren la calidad del producto en refrigeraciéon
durante su vida Util®. Este proceso, denominado ultrapasteurizacion, permite
obtener productos mas duraderos (fecha de vencimiento: 6 meses contados a
partir del dia en el cual fue envasada)3, permaneciendo inalterables por mas

tiempo que el permitido por la pasteurizacion®.

En el calentamiento ultra-alto (UHT), se distinguen dos procedimientos: el
calentamiento indirecto, que consiste en elevar la temperatura a 136-138 °C
por 5-8 segundos y el calentamiento directo, donde la temperatura puede

alcanzar de 140-145 °C por 2-4 segundos®.
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En estos métodos se inactiva la peroxidasa y se desnaturaliza el 50 % de las
proteinas del suero, ademas que ocurre la destruccion de muchas vitaminas®.

5. Esterilizada: es el producto obtenido al someter la leche cruda 6 termizada,
envasada herméticamente!’, a una temperatura inferior a 115 °C, la cual debe
mantenerse durante por lo menos 15 minutos, para lograr la destruccion de
todas las formas de microorganismos vegetativos y esporulados, sin alterar de
manera esencial ni su valor nutritivo, ni sus caracteristicas fisicoquimicas u
organolépticas®. El proceso denominado esterilizacion, da como resultado,
productos conservables por 12 meses contados a partir del dia en el cual fue

envasada?®.

En el proceso de esterilizacion, existe otro método en el cual la leche se

somete a 120-130 °C durante 8-12 minutos en autoclave, una vez envasado®.

Estos tratamientos de esterilizacion deben garantizar una esterilidad completa y
por ello, se utilizan dnicamente en la elaboracion de productos lacteos
conservados; en general, las altas temperaturas empleadas en este
tratamiento, ocasionan profundas modificaciones fisico-quimicas 'y
organolépticas, y hacen que se presente una alta desnaturalizacién de las

proteinas y pardeamiento 6 efecto de Maillard™®.

2.4 CALIDAD DE LA LECHE

El concepto de calidad de la leche involucra los requisitos de su utilizacion. Una

leche para ser aceptable, debe estar libre de gérmenes patdégenos y debe

ademas, mantener una buena presentacion, alto valor nutritivo y estar limpia y

libre de materias extrafias y sedimentos?'®.

Otros factores importantes, que influyen sobre la calidad de la leche, son: la

seleccién del ganado, que corresponde a animales clinicamente sanos, no sélo
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por el rendimiento global de la leche, sino también por la cantidad y
probablemente, la calidad de las proteinas; la alimentacién de la vacas lecheras;

época de lactancia; nimero de ordefios y la higiene en el momento del ordefio®.

Dentro de las razas especializadas en produccion de leche, se pueden mencionar,
en orden de mayor a menor produccion: Holstein, Pardo Suizo y Ayrshire, que
contienen de 3 a 4 % de grasa y Guernsey y Jersey, con un contenido de 4-5,5 %.
El contenido graso, es uno de los factores que principalmente afectan a la
composicion de la leche, pues las razas que producen mayor cantidad, son las

gue menor contenido porcentual de grasa presentan y viceversa®®.

Es importante recordar que la mayoria de los factores anteriormente mencionados,
afectan la calidad porcentual de la grasa de la leche®, ya que al aumentar el
namero de ordefios, aumenta la leche producida y la cantidad de grasa, como
consecuencia de la excitacion de la mama. El proceso de obtencion de la leche se
denomina ordefio, y debe llevarse a cabo en condiciones de total higiene del
ordefiador, de los utensilios, de limpieza de la ubre, de un medio ambiente
adecuado, con pisos secos, buena ventilacion, drenaje y conservacion hasta el

momento de entrega en la planta, incluyendo la cadena de transporte?©.

Es necesario aclarar que la calidad de la leche en el momento de llegar a la planta

procesadora, puede verse afectada por aspectos como*©:

- Tipo de transporte utilizado desde la granja hasta la planta.
- Distancia existente entre la granja y la planta.
- Limpieza de los recipientes de transporte.

- Temperatura mantenida durante el transporte®©.

Con base a estos aspectos, es posible estimar la calidad de la leche, y conocer asi

la relacién entre la microflora presente en la leche cruda y la leche procesada
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térmicamente utilizando los diferentes tratamientos de higienizacion; ademas,
deben contemplarse otros aspectos que deben determinarse en el momento de la

recepcion en la planta procesadora y/o en el laboratorio, tales como?©:

- Examen de limpieza fisica y caracteristicas organolépticas.

- Pruebas fisico-quimicas que incluyan las determinaciones de temperatura,
acidez, grasa, densidad y adulterantes, segun el programa de laboratorio.

- Determinacion del potencial de 6xido-reduccion y tiempo de reduccion del
azul de metileno.

- Examen microbioldgico, que se realiza con el fin de determinar el contenido
de microorganismos, especialmente de coliformes totales, fecales y
recuento total de mesdfilos?®.

Es importante considerar que la calidad de la leche comercial, también puede ser
relacionada con la cantidad de calor aplicado durante su procesamiento’ y es por
ello, que se hace necesario considerar una serie de analisis fisicos y quimicos que

permitan calificarla como apta.

2.4.1 Analisis fisicos, quimicos y microbiologicos: la leche, una vez
recepcionada en la planta procesadora, es sometida a una serie de analisis de
plataforma, con el fin de aceptarla o rechazarla;, de acuerdo con el resultado,
posteriormente se obtienen muestras para poder efectuar los analisis quimicos

que permitan determinar la calidad de la materia prima?°.

Dentro de los analisis de plataforma, estan el verificar la temperatura,
especialmente cuando se ha convenido la compra de leche refrigerada; la leche se
somete a un proceso de depuracion fisica para retirar todas las impurezas que
lleva en suspension y posteriormente, se le realizan pruebas organolépticas que

consisten basicamente en pruebas de aroma y sabor?°,
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Los métodos analiticos para llevar a cabo los andlisis quimicos, estan
perfectamente establecidos y se realizan para asegurar el cumplimiento de las
exigencias legislativas sobre composicion minima y garantizar que la leche no esta
adulterada ni contaminada; generalmente, se efectlan sobre la leche antes y
después de su tratamiento!®. Antes de tomar porciones para cada determinacion
analitica correspondiente a los analisis quimicos, la muestra de leche se debe
mezclar perfectamente, mediante inversiones lentas y continuas del recipiente que
la contenga, o vaciandola con lentitud en un vaso de precipitados y de nuevo a

otro vaso; este proceso debe repetirse varias veces'.

Es necesario también, realizar un examen rutinario de la leche que comprenda la
lectura de la densidad para obtener una estimaciéon de posibles fraudes por
aguado, ya que con el aguado, la densidad de la leche puede disminuir y salirse
del rango permisible; por el contrario, la densidad puede aumentar con el

descremado y con la disminucién de la temperatura?®.

De igual manera, se puede valorar el grado en que se ha agriado la leche,
mediante la determinacion de la acidez'®. La acidez titulable, expresa la cantidad
de &lcali necesario para cambiar el pH de 6,6 a 8,4; este valor de acidez constituye
la acidez natural o aparente que no se debe a la presencia de acido lactico*® (1) y
(2). En principio, es una medida de la capacidad amortiguadora de la leche, debido

especialmente a las proteinas y a las sales?®.

Reacciones debidas a la acidez natural (2)
CO2 Na2COs + H20

Caseinas + NaOH —> CasNa

Fosfatos y citratos acidos Fosfatos y citratos de sodio
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Reaccion debida a la acidez desarrollada (2)

C2HsOCOOH@ac) + NaOHac) , C2HsOCOONa + H20
Acido lactico Lactato de sodio

Es de resaltar que las determinaciones de pH, pueden ser mucho mas importantes
que las de acidez titulable, ya que la accidén de enzimas, precipitacion de caseinas
y gusto &cido, estan relacionados directamente con los valores de pH?8,

La materia grasa relne un conjunto de numerosas sustancias de estructura
quimica diferente, todas ellas solubles en disolventes orgénicos apolares; la
extraccion de la materia grasa y los métodos utilizados para su determinacion, se
basan en esta solubilidad'®; un método rapido y de alta exactitud es el método
Gerber, que consiste en destruir los componentes organicos de la leche (excepto
la materia grasa), con &cido sulfurico concentrado; luego, mediante la adicion de
alcohol amilico se rompen las emulsiones y se previene la carbonizacion de las
mismas; se centrifuga en unos tubos llamados butirometros y la materia grasa se

separa facilmente, determinando asi, su contenido en porcentaje’®.

El contenido de solidos totales 6 extracto seco y el contenido de sdlidos no grasos
0 extracto seco desengrasado, se calcula como porcentaje (p/p) mediante la
modificacion de la formula de Richmond, basada en los valores de densidad y

materia grasa'l.

Es necesario ademas, efectuar la prueba del azul de metileno, para determinar la
calidad bacteriol6gica de la lechel?; esta prueba depende de que la actividad
reductora de los microorganismos y de las sustancias reductoras de la leche,
logren un descenso del potencial redox. La mayor parte de la actividad reductora
de las bacterias, se utiliza para eliminar todo el oxigeno disuelto en la leche,

consiguiendo asi, la reduccién completa del tinte (3), ya que como es sabido, el
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oxigeno de la leche, es empleado por las bacterias para su respiracion. Este
descenso del potencial redox se valora visualmente mediante el cambio de color

del azul de metileno adicionado a la lechell.

/ /N
| -
= 3)
\ \S+/
BACTERIAS
(H3C)2N N(CHz),
AM*
N
S
(H3C)2N N(CH3),
LAM™

Para realizar la interpretacion de la prueba, la cual se basa en el tiempo de viraje 0
tiempo de reduccion del azul de metileno, y que concluye sobre el estado de
conservacion y pureza de la muestra, se tuvo en cuenta la siguiente escala de

clasificacionlo:

Leche muy mala: si no se conserva el color por mas de 20 minutos
Leche mala: si conserva el color de 20 minutos a 2 horas.

Leche calidad mediana: si conserva el color de 2 a 5 ¥ horas.

A

Leche de primera calidad: si conserva el color por mas de 5 %2 horas.

Otro procedimiento rutinario, comun para la leche pasteurizada, es la valoracion
del grado de pasteurizacion, a partir de los resultados de la prueba de fosfatasa.
Esta prueba se basa en que las fosfatasas son enzimas que estan invariablemente
presentes en la leche cruda y son inactivadas durante la pasteurizacion; la prueba

incluye la incubacion de la leche con p-nitrofenilortofosfato disédico en condiciones
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alcalinas. Cuando la leche contiene fosfatasa, se produce un color amarillo, debido
a la formacion de p-nitrofenol (4); después de este tiempo, se observa si el color
blanco inicial permanece inalterado 6 si hubo desarrollo de un color amarillo
intenso en el tubo que contiene la muestra, lo cual indicaria la presencia de la

enzima activall.

ONa
—pZl_ fosfatasa
O—P\ O + H,0 - HO + Na,HPO,
NO, NO, (4)
p-nitrofenilortofosfato disoédico p-nitrofenol

Otras determinaciones necesarias son el contenido de proteina y cenizas las
cuales se realizan por el método Kjeldahl e incineracion del residuo seco,
respectivamente!!. El contenido de nitrégeno se determina por combustién liquida,
en la que el nitrégeno se convierte en sulfato de amonio (5), que al reaccionar con
alcali libera amoniaco (6), el cual se destila y se recoge en acido bérico (7); el
borato de amonio formado, se titula con una disolucién acida normalizada (8) y el
porcentaje de nitrogeno obtenido debe ser multiplicado por el factor de conversion
correspondiente a la leche (6,38), para obtener el porcentaje de proteina

respectivo™®.

CATALIZADOR

N organico + H2SO4 » CO2 + NH4HSO4 (5)
370°C

NH4HSO4 + 2NaOH » NHs + Na2SO4 +2H20 (6)

NHs + H3sBOs » NH4H2BO3 + H20 (7)

NH4H2BO3s + HCI » NH4Cl + H3BOs3 (8)

31



2.5 TRATAMIENTO TERMICO Y ACCION DEL CALOR SOBRE LOS
ALIMENTOS

Un tratamiento térmico, junto a su capacidad de destruccién microbiana por
efectos del calor, tiene también una accién sobre los demas componentes del
alimento, principalmente sobre las enzimas, proteinas, vitaminas, etc., ya que
pueden llegar a afectar tanto a sus propiedades fisicas de color, forma,
consistencia, etc., como a sus propiedades quimicas, lo cual se ve reflejado en la
reduccion del valor nutritivo del alimento, debido a la formacion de compuestos

que no estaban presentes'®.

El efecto del calor sobre la flora del alimento se le denomina destruccion térmica,
mientras que el efecto sobre el resto de sus componentes se le denomina coccion.
Dentro del proceso de coccion, se encuentra la accion del calor sobre el agua de

constitucion, sobre los lipidos, glicidos, proteinas y vitaminas?®.

Dada la complejidad de la accion de los tratamientos térmicos sobre los alimentos,
es necesaria su optimizacién; para ello, los tratamientos térmicos deben ajustarse
de forma que se consigan los resultados deseables y se minimicen los

indeseables, obteniendo asi alimentos de calidad y alto valor nutricional®.

2.5.1 Efectos del tratamiento térmico sobre la calidad de la leche: el
calentamiento es una operacién que se realiza en la mayoria de los diferentes
tipos de procesado y que incluye la pasteurizacion, esterilizacion vy
concentracion!?, Cada uno de los anteriores tratamientos térmicos, modifica las
propiedades de la leche, ya que se inducen diferentes cambios quimicos,
principalmente en la fraccion proteica y en la lactosa; sin embargo, cada
constituyente de la leche tiene un grado de sensibilidad diferente a dichos

tratamientos, asi, por ejemplo, las enzimas en forma libre y las proteinas del suero
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son mucho mas labiles al calor que las caseinas, y éstas a su vez que los lipidos y
los carbohidratos?.

Los tratamientos térmicos producen en la leche de partida modificaciones
deseables e indeseables; entre las deseables estan la destruccion de
microorganismos o esporas Yy la inactivacion de enzimas, lo que aumenta la vida
comercial del producto; entre los indeseables se encuentran los cambios en los
componentes de la leche (proteinas, lipidos, carbohidratos y minerales), asi como
la formacién de nuevas sustancias que alteran el aroma, el color, la consistencia y

reducen el valor nutritivo del producto®.

2.6 INDICADORES DE TRATAMIENTO TERMICO

El deterioro de los productos lacteos no sélo depende del pH, sino también del
calentamiento (de su duracion como de su intensidad) y de la concentracion de los
constituyentes del producto, que influencian las reacciones quimicas y bioquimicas

generadas por el calor?®.

Durante el calentamiento, toman lugar diferentes reacciones deteriorativas que
involucran a la lactosa. Estas ocurren en diferentes grados, dependiendo de las
condiciones del proceso?, y permiten relacionar la calidad de la leche con la
cantidad de calor aplicado durante su procesamiento, para lo cual es necesario
emplear indicadores de tratamiento térmico, como una medida de control del

proceso y para identificar el tipo de tratamiento empleado’.

Dos tipos de reacciones quimicas pueden ser usadas como indicadores para la

evaluacion del tratamiento térmico:

® |ndicador tipo I: incluye la degradaciéon, desnaturalizacién e inactivacion de

compuestos termolabiles como proteinas del suero, enzimas y vitaminas.
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® |[ndicador tipo II: incluye la formacion de nuevas sustancias como lactulosa o
productos de la reaccion de Maillard?®®.

La lactulosa, resultante de la isomerizacion de la lactosa via rearreglo Lobry de

Bruyn-Alberda Van Ekenstein, fue propuesta por la federacién Internacional de

lecheria (International Dairy Federation) y la Union Europea (European Union),

como un parametro capaz de diferenciar entre diferentes procesos de

higienizacion?!; por lo tanto, puede ser usada como un indicador térmico y para

distinguir entre leches UHT, pasteurizadas y esterilizadas??.

Otro mecanismo involucrado en la formacion de nuevas sustancias, es la reaccion
de Maillard, la cual conduce a la disminucion del valor nutricional de proteinas y a
la formacién de compuestos pardos en la leche. El grado de la reaccion puede ser
evaluado por la determinacion del contenido de lactulosa y furosina, siendo este
altimo el principal compuesto estable en la primera etapa de la reaccion de

Maillard?2 23,

La reaccién de Maillard (RM), ha sido objeto de especial interés en el estudio del
efecto del tratamiento térmico sobre la calidad proteica de la leche, ya que los
diferentes tratamientos térmicos a los que se somete la leche, conducen a

diferentes etapas de dicha reaccion®.

Los indicadores del deterioro de la leche segun la RM, se pueden clasificar de la

siguiente forma (Tabla 6).
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Tabla 6. Indicadores del deterioro de la leche segun la Reaccion de Maillard
(RM)>.

Indicadores Especificos de la RM Indicadores no especificos de la RM

No deseables:

Galactosa
Furosina (FUR). Lactulosa
Lisinoalanina (LAL). Sustancias reductoras de proteina
Histidinoalanina (HAL). Desnaturalizacién de proteinas
Furfurales. Digestibilidad “in vitro” de la proteina.
Melanoidinas. Otros: pH, viscosidad, acidos grasos libres.

Pérdida de nutrientes: lisina disponible.

2.7 REACCIONES DE DEGRADACION DE LA LACTOSA

La concentracion de lactosa en la leche cruda, juega un importante papel en la
formacion de lactulosa?t. Dos rutas de degradacion de la lactosa han sido

establecidas:

1. La reaccion de isomerizacion de la lactosa, la cual a través de la transformacion
Lobry de Bruyn-Alberda Van Ekenstein (transformacion LA) produce lactulosa con
la subsiguiente degradacion a galactosa, acido férmico y compuestos C5/C6;
dentro de los posibles compuestos C5 inestables, estan la deoxiribosa, 3-
deoxipentulosa y furfural; los compuestos C6 formados, se asume que son
intermediarios tales como deoxiosonas no identificadas, probablemente porque su

alta reactividad, resulta en la formacién de otros numerosos compuestos?.

2. La reaccion de Maillard, en la cual la lactosa interactia con los residuos de la

lisina de las proteinas, para formar lactulosil-lisina, seguida por la degradacion del
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producto de Amadori que produce galactosa y acido féormico como productos

principales?®.

Cuantitativamente, la ruta de transformacion Lobry de Bruyn-Alberda Van
Ekenstein (transformaciéon LA), sugerida por Montgomery y Hudson (1930)%, es

mas importante que la reaccién de Maillard?>.

Es importante recalcar que los monosacaridos en medio alcalino y a temperaturas
moderadas, sufren transformaciones reversibles e irreversibles, como se muestran
en el diagrama 1. Las reacciones reversibles incluyen ionizacién, mutarotaciéon y
enolizacién; la isomerizacion via reaccion de enolizacidn, esta acompafada por la
transformacion irreversible del monosacarido a acido carboxilico; esto es conocido
generalmente como degradacion alcalina; la enolizacion, seguida por
isomerizacion es conocida como transformacion LA. La formacion de &cidos

carboxilicos, puede darse por varios caminos®.

Monosacéarido

*LT lonizacion y mutarrotacion

I6n monosacérido
T\L Enolizacion, isomerizacién
Enodiol
*L Degradacién

Acido carboxilico

Diagrama 1. Transformacion de monosacaridos en medio alcalino

36



El mecanismo de la transformacion LA de la lactosa a lactulosa se muestra en la

figura 4.
He © H_ OH
CHO C c
H—————OH H————OH H—D 5
H———H HO———H HO—— 1y
o] -
H——F——o0—Gal T H o—Q@Gal Y o—Gal
H—————OH H————OH H—1  on
CH,OH CH,OH CH,OH
LACTOSA 1,2-ENODIOL 1,2-ENODIOL
+HY [ -HT
CH,0H
=
HO————H
H—p——0—=Gal
H————OH
CH,0H
LACTULOSA

Figura 4. Transformacion Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein de lactosa a

lactulosa®.
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2.8 LACTULOSA

La lactulosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-fructofuranosa), es un disacarido formado
por los azlcares D-galactosa y D-fructosa, los cuales estdn unidos por un enlace

B-glicosidico?®; a continuaciéon se muestra su estructura en la figura 5.

CH,OH

OH OF™~0
CH,OH

CH,OH
OH

OH

Figura 5. Lactulosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-fructofuranosa)

El enlace B-glicosidico, hace que los azucares que componen este disacarido
sean resistentes a la hidrélisis de la mucosa intestinal; sin embargo, la lactulosa es
fermentada por un limitado namero de bacterias en el colon que la transforman en
acido lactico y acético y que pueden generar cambios en el ecosistema del colon a
favor de algunas bacterias, tales como, lactobacilos y bifidobacterias, quienes

pueden conferir algunos beneficios a la salud?®.
Tedricamente existen cinco posibles isbmeros de la lactulosa, con la fructosa

existiendo como a 6 B-piranosa, o 6 B-furanosa 6 como un anillo abierto?’. Sus

estructuras se indican en la figura 6.

38



H,OH OH
CH,OH
0
B-Piranosa OH OH CH,OH
E/O o
OH W
B-Furanosa
OH OH CH,OH /
_—9  on——
OH /$/O —H
H——OH \\\\
Fructosa —O CHOH CH,OH
QR oH g OH
Q o
oHA —"5r
a-Furanosa

CH,OH
OH

a-Piranosa

Figura 6. Isomeros de la lactulosa
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La lactulosa fue aislada por primera vez por Montgomery y Hudson (1930) de una
solucion de lactosa en agua de cal saturada e incubada a 35°C durante 36

horas?’.

Se caracteriza porque esta ausente en leche cruda y se forma durante el
tratamiento térmico al que se somete la leche como producto de la isomerizacion

alcalina de la lactosa, catalizada por el grupo e-amino libre de la lisina?*.

Puede encontrarse en dos formas: como lactulosa libre en soluciébn y como N-
deoxilactulosil-L-lisina, que esta covalentemente enlazada al grupo amino de las

proteinas de la leche?®.
La formacion de este disacéarido en leches calentadas depende del tiempo y de la
temperatura de calentamiento y es también afectada significativamente por el pH

del medio?8.

En general, los niveles maximos permitidos de lactulosa en leche, se muestran en
la Tabla 7.

Tabla 7. Niveles maximos permitidos de Lactulosal® 28,

TIPO DE LECHE mg/L
Cruda Ausente
Pasteurizada 10a 20
UHT <600
Esterilizada >600
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2.9 ANALISIS DE LACTULOSA

El conocimiento exacto de la cantidad de lactulosa que puede encontrarse en la
leche procesada, es de interés, especialmente en aquellas dietas en las que la

leche constituye el componente principal.

Diversos métodos han sido usados para la determinacién y cuantificacion de la
lactulosa en leche y productos lacteos; el principal problema con la cuantificacion,
proviene del hecho que la concentracion de lactosa esta en extremo exceso, por lo
cual, muchos métodos incluyen un previo paso de separacién, 6 el uso de
reacciones especificas de aldosas para remover la lactosa y cuantificar la
lactulosa por un método general para carbohidratos 6 un método especifico para
cetosas??; sin embargo, los métodos cromatograficos parecen ser particularmente
convenientes para la medida precisa de pequefias cantidades de lactulosa

presentes en leches calentadas?.

Numerosos métodos cromatograficos han sido propuestos para el andlisis de
lactulosa en presencia de otros carbohidratos®®. La técnica de CCF es empleada
como un procedimiento rapido para el analisis cualitativo y ha sido una de las
primeras técnicas elegidas para el andlisis de carbohidratos; sin embargo, ha sido
escasamente utilizado para el analisis de lactulosa. Generalmente se realiza sobre
capas de silica gel impregnadas con sales inorganicas; la separacién es entonces
influenciada no solo por la adsorcion, sino también por la interaccion del azucar
con las sales. Para lograr la separacion de la lactulosa de los otros azucares, debe
adicionarse acido boérico, acetato de sodio y bisulfito de sodio a la silica gel; la
estabilidad de los complejos formados varian con el solvente empleado, siendo las
mezclas de agua, isopropanol o n-butanol, los eluentes mas empleados con flujo

ascendente y descendente?® 30,
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Actualmente, los métodos mas utilizados estdn basados en el uso de la

cromatografia de gases (CG) y de la cromatografia de liquidos (CLAR)32.

La técnica de CLAR es una técnica muy prometedora, aplicada al andlisis de
mono Yy disacaridos, puesto que presenta ciertas ventajas inherentes tales como:
capacidad para detectar carbohidratos directamente sin derivatizacion, ausencia
de separacion de andémeros, simplicidad en la naturaleza de la técnica®?, las
columnas son principalmente en fase-reversa, pero también son ensayadas
columnas de silica con modificaciones de eluente?®. Sin embargo, algunos
carbohidratos no absorben cerca de los 200 nm y deben ser derivatizados para
permitir aumentar la sensibilidad a la deteccion UV; el indice de refraccion también
puede ser usado para la deteccién de azlcares, pero la sefial caracteristica de

respuesta es baja en sensibilidad?®.

En recientes afios, la deteccion amperométrica pulsada (PAD) ha sido empleada
en el andlisis de azlcares y acoplada con CLAR, contrarresta muchos de los
problemas previamente encontrados en el analisis de lactulosa en bajas
concentraciones; el uso de deteccion amperométrica permite limites de deteccién

en el rango de los fentomoles?®.

La CG proporciona mejor resolucion de la lactulosa con respecto a otros
carbohidratos y la reproducibilidad y sus limites de deteccion son adecuados en
muchos casos?® %0; representa la alternativa preferida cuando se emplean mezclas
altamente complejas a bajos niveles, pero los multiples procedimientos implicados
durante la extraccion y preparacion de derivados volatiles, pueden ocasionar

7 . - e . - ., . .« s 7z 32_
pérdidas por manipulacion, derivatizacion incompleta y formacion de anémeros>+;
sin embargo, la posibilidad de reducir el nUmero de picos, ha sido investigada por

la conversion del azlUcar a oximas 6 metil-oximas combinadas con trimetilsililacion.
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La lactulosa es bien resuelta de otros azucares en columnas empaguetadas como
OV-17 y OV-25; cuando se emplean columnas capilares, un pico agudo y un

segundo pico ancho aparecen con frecuencia como un hombro?°.

Dentro de los métodos que incluyen etapas previas de separacion ¢ utilizan
reacciones especificas de aldosas para eliminar la lactosa y posteriormente
cuantificar la lactulosa, estan los métodos espectrofotométricos; el primer método
reportado por Adachi (1959)%’, consisti6 en desproteinizar la leche usando el
reactivo cisteina-HCI-carbazol-H2SO4 y la concentracion fue determinada por la
densidad del color rosa-violeta desarrollado. Después, este mismo autor (1965)2’
empled la reaccibn de metilamina con lactulosa, la cual involucra un paso
preliminar para eliminar la lactosa por oxidacién a acido aldénico con periodato,

seguido por una extraccion por intercambio ionico.

El método de la antrona de Zagrodzki y otros (1968)?’, fue establecido para la
reaccion selectiva con cetosas; ellos emplearon antrona* en acido fosforico-acido
acetico, para determinar lactulosa en la presencia de aldosas (Figura 7), en una
solucion-etanolica al 92 % y establecieron que la ley de Beer, fue observada a 427
nm para concentraciones de lactulosa de 0,5-1,5 mg/mL. Resultados similares
fueron reportados por Zagodzki y Krél (1972)%’, pero ellos también establecieron
que la antrona reacciona con el 5-hidroximetilfurfural obtenido de la deshidratacién

del carbohidrato.

Entre otros métodos, en 1971, Vachek?33 usé acido sulftrico al 60 % para estimar

lactulosa en jarabes de lactulosa; en 1974, mejord el método usando como reacti-

e La antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno), es un reactivo aromatico empleado para la determinacion
de carbohidratos, mediante la formacion de un complejo coloreado con una determinada longitud de

onda de absorcion.
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vo cisteina-HCI-H2SO4. Este método es aplicable solo a jarabes de lactulosa
puros, debido a la interferencia de lactosa®3. Kravchenko y otros (1977)%,
aprovecharon la baja solubilidad de la lactosa en etanol al 92 % para purificar
mezclas de lactosa-lactulosa, sin obtener resultados satisfactorios, por lo cual

emplearon finalmente la reaccién de la antrona para la determinacion de lactulosa.
H / A\

O

5-HIDROXIMETIL FURFURAL

a
ﬁ
/© H
HOCH, © Y
(@]
H4PO,
+
N
ﬁ o OH
CO@ COMPLEJO ABSORENTE
b

Figura 7. a) Producto de deshidratacion del carbohidrato; b) Reaccion de la

antrona con el derivado furfural

Nagendra y Venkat (1991)%, mejoraron el método colorimétrico descrito para la
estimacion de lactulosa en mezclas de lactosa-lactulosa, empleado por Zagrodzki
y otros en 1968. El método de la antrona fue modificado variando las

concentraciones de alcohol y de acido acético adicionadas a la mezcla de
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reaccion, con el fin de mejorar la sensibilidad; los resultados obtenidos
incrementaron en el doble la sensibilidad, ademas de facilitar el incremento en el

volumen de muestras empleado para el analisis.

Adicionalmente, existen métodos enzimaticos para la determinacién de lactulosa,
los cuales incluyen la remocion de grasa y de proteinas, seguido por la adicién de
B-galactosidasa para hidrolizar tanto la lactosa como la lactulosa. La glucosa
formada es removida por oxidacion enziméatica con glucosa oxidasa y la fructosa
es entonces fosforilada a fructosa-6-fosfato; la fosfoglucosa isomeraza convierte a
este en glucosa-6-fosfato, la cual es reducida por NADP. El cambio en la
absorcién a 340 nm antes y después de la adicion de la dltima enzima, es
proporcional a la lactulosa presente; la principal desventaja del método es el alto

consumo de enzimas?®.

Actualmente se referencian diversos métodos y técnicas para el andlisis de
lactulosa, tales como otros métodos colorimétrico - enzimaticos, técnicas como pH
diferencial??, microdidlisis y biosensores® y espectroscopia de fluorescencia de

fase frontal??, entre otros.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el contenido de lactulosa como un indicador de calidad de leches
comerciales de consumo procesadas térmicamente, mediante espectrofotometria
UV-visible.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la composiciéon de la leche mediante pruebas fisicoquimicas que

permitan la evaluacion preliminar de la calidad de la leche.

Establecer un nivel de confianza para la caracterizacion preliminar de la leche,

mediante un apropiado ejercicio de intercalibracion con otro laboratorio

Implementar la técnica de espectrofotometria UV-visible, y aplicar la metodologia
adecuada para la determinacion y cuantificacion de lactulosa en leches

procesadas térmicamente.
Obtener parametros que sirvan como criterio de confianza del método empleado

en la cuantificacion de lactulosa y realizar el tratamiento estadistico que garantice

la confiabilidad de los resultados para dicha aplicacion.

46



4. METODOLOGIA

4.1 EQUIPOS, MATERIAL DE VIDRIO Y PLASTICO Y REACTIVOS

4.1.1 Equipos: la estandarizacién de la metodologia desarrollada en este trabajo,

se realiz6 empleando los siguientes equipos:

e Balanza analitica, METTLER, AE 200 (200 g/0,0001 g)

e Horno, WTB BINDER (0-230 °C)

e Horno de calcinacion, TERRIGENO, D-8 (25-1200 °C)

e Planchas, CORNING, PC-420 (Temperatura: 25-550 °C; Agitacion: 60-1100
rpm)

e pH-metro, METTLER TOLEDO, 8603 acoplado a un electrodo, MT INLAB 413

e Bafio maria, ISOTEMP 205, FISHER SCIENTIFIC (0-100 °C)

e Equipo de digestion, BUCHI, K-424

e Scrubber, BUCHI, B-414

e Equipo de destilacion, BUCHI, K-314

e Centrifuga, Dr. N. GERBER, K-56A (1380 rpm)

e Nevera, HACEB

e Espectrofotometro UV-visible, INTRALAB-DMS 100

e Espectrofotdmetro UV-visible, THERMO GENESYS 6

e Vortex, THERMOLYNE M37615

4.1.2 Material de vidrio y plastico: para el desarrollo de la metodologia, se

empled como material de apoyo los siguientes implementos:
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¢ Recipientes plasticos de 5 L

¢ Nevera de icopor (6 material isotérmico)

e Algoddn

¢ Viales de vidrio de 250 mL

¢ Viales de vidrio ambar de 30 mL

e Balones aforados de 10 mL

¢ Pipetas aforadas de 11 mL Gerber

¢ Pipetas aforadas de 10 mL

e Pipetas aforadas de 5 mL

¢ Pipetas aforadas de 2 mL

e Pipetas aforadas de 1 mL

¢ Pipetas graduadas de 10 mL

e Erlenmeyers de 100 mL

e Beakers de 600 mL

e Beakers de 100 mL

e Crisol de porcelana

e Desecador

e Microbureta de 10 mL

e Probeta de 250 mL

e TermOmetro

e Butirometros, Dr. N. GERBER, Escala 0-8 %

e Lactodensimetro, ASSISTENT (15-40 grados lactodensimetros segun
Quevenne; 0-30 °C)

e Tubos de ensayo de 20 mL

e Tubos de digestion Kjeldahl

4.1.3 Reactivos: para la estandarizacién de la metodologia desarrollada en este
trabajo, se utilizaron los siguientes reactivos y solventes de grado analitico:
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e Acido acético glacial, 99,8 %, MERCK

e Acido bérico comercial

e Acido clorhidrico, 37 %, MERCK

e Acido o-fosforico, 85 %, FISHER SCIENTIFIC

e Acido sulfarico, 96 %, MERCK

e Acido sulfarico para Gerber, 91 %, MERCK

¢ Alcohol amilico, 99,5 %, MALLINCKRODT

¢ Alcohol etilico absoluto, 99,8 %, CARLO ERBA

e Antrona, 99 %, MERCK

e Azul de metileno, MERCK

¢ Bicarbonato de sodio, 99,5 %, MERCK

e Carbonato de sodio anhidro, 99,9 %, MERCK

e Catalizador proteina: K2SOas, 99 %, CARLO ERBA; CuSO4, 98 %, CARLO
ERBA; TiOz, 99 %, MERCK

e Fenolftaleina, CARLO ERBA

¢ Hidréxido de sodio comercial

¢ Hidroxido de sodio, 98 %, CARLO ERBA

¢ Hidroxido de potasio, 98 %, CARLO ERBA

¢ Indicador de Tashiro: Azul de metileno, MERCK vy rojo de metilo, CARLO ERBA

¢ Lactulosa, 95 %, SIGMA

e Metanol, 99,9 %, MALLINCKRODT

e Mezcla sulfocrémica: K2Cr207 98 %, MOL LABS y H2S04, 96 %, MERCK

¢ p-Nitrofenilortofosfato-disodico, 98 %, MERCK

¢ Rojo de metilo, CARLO ERBA

e Sulfato de cobre, 98 %, CARLO ERBA

e Sulfato de potasio, 99 %, CARLO ERBA

4.1.3.1 Soluciones y mezclas: para el desarrollo del trabajo, se utilizaron las

siguientes soluciones:
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Antrona: 100 mg antrona en 6 mL de acido acético caliente:12 mL etanol:1,4-
acido ortofosforico.

Catalizador de proteina: se pesaron 10 g de K2SO4, 0,3 g de CuSO4y 0,3 g de
TiO2, se mezclaron y maceraron.

Indicador de Tashiro: se mezclaron 25 mL de solucion alcohdlica de azul de
metileno al 0,05 % y 25 mL de solucion alcohdlica de rojo de metilo al 0,1 %.
Mezcla sulfocromica: K2Cr207 al 10 % en H2SOa4 concentrado.

Solucién tampén de carbonato-bicarbonato de sodio: se disolvieron en agua
destilada 0,35 g de Na2COs anhidro y 0,15 g de NaHCOgs, y se aforé a 100 mL.
Solucion p-Nitrofenilortofosfato-disédico 0,15 %: 0,15 g de p-Nitrofenilorto-
fosfato-disddico se disolvieron en la solucion tampon de Carbonato-bicar-
bonato de sodio y se aforé a 100 mL.

Solucién alcalina MA 01 Alcalino, 5 % (pH 11,5).

Soluciones de calibracion del pH-metro: solucién tampoén pH 7,00, METTLER
TOLEDO y solucion tampén pH 4,01, METTLER TOLEDO.

Solucién madre azul de metileno: se disolvié aproximadamente 0,012 g de azul
de metileno en etanol al 96 % hasta saturacion.

Solucién de trabajo azul de metileno: 5 mL de solucién madre se diluyeron a
200 mL con agua destilada.

NaOH 30 %: Se disolvieron 90 g de NaOH comercial en 300 mL de agua
destilada.

Acido Borico al 4 %: 40 g de HsBOs comercial se disolvieron en un litro de agua
destilada; para ello fue necesario calentar la solucién en una plancha a 30 °C.
Acido clorhidrico 0,1 N: se diluyeron 2 mL de HCI al 37 % en agua destilada y
se aforo a 250 mL.

Hidroxido de sodio 0,1 N: se disolvieron 1,02 g de NaOH al 98 % en agua
destilada y se afor6 a 250 mL.

Fenolftaleina al 1 %: se disolvié 1,0000 g de fenolftaleina CARLO ERBA en
100 mL de etanol.
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e Hidréxido de potasio 0,06 M: se disolvieron en agua destilada 0,342 g de KOH
al 98 % y se afor6 a 100 mL.

e Solucion de dicromato de potasio de 50 ppm: se pesaron 0,0051 g de K2Cr207
al 98 %, previamente seco a 110 °C durante dos horas; se disolvieron en la
solucién de KOH 0,06 M hasta completar un volumen de 100 mL.

e Soluciones de dicromato de potasio de 4, 8, 16, 24 y 32 ppm: se diluyeron
respectivamente, volimenes de 2, 4, 8, 12 y 16 mL de la solucion de KzCr207
de 50 ppm y se aforaron a un volumen de 25 mL.

e Solucion patron de lactulosa de 1,0 mg/mL: se pesaron 0,0105 g de lactulosa y
se disolvieron con ayuda de una plancha de agitacién, en metanol frio hasta
completar un volumen de 10 mL.

e Soluciones patrén de lactulosa de 0,07, 0,1, 0,3, 0,5y 0,7 mg/mL: se diluyeron
respectivamente, volumenes de 0,35, 0,5, 1,5, 2,5y 3,5 mL de la solucién de
lactulosa de 1,0 mg/mL en metanol frio, hasta completar en todos los casos un

volumen de 5,0 mL.

4.2 CONDICIONES ASEPTICAS DEL MATERIAL DE MUESTREO

Considerando que la higiene constituye un factor esencial para la calidad de la
leche durante su procesamiento y andlisis, debe garantizarse el uso de
instrumentos limpios y desinfectados que no afecten o alteren la flora normal que

contiene, aportando carga microbiana adicional.

4.2.1 Limpieza y secado del material: el material de vidrio se dej6 de un dia para
otro en mezcla sulfocromica, se enjuag0 con abundante agua y se lavo con una
solucion alcalina MA 01 Alcalino al 5 % (pH 11,5); esta solucién se elimind con
abundante agua de la llave, luego se enjuagl tres veces con agua caliente y
finalmente con agua destilada. Los recipientes de vidrio no aforados se secaron en

estufa durante dos horas a 100 °C.
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Los recipientes plasticos empleados para la recoleccibn de las muestras se
lavaron con la solucion alcalina MA 01 Alcalino al 5 % (pH 11,5); esta solucion se
elimind con abundante agua de la llave, luego se enjuagd tres veces con agua
caliente y finalmente con agua destilada; los recipientes se dejaron escurriendo

boca abajo sobre una superficie limpia hasta sequedad.

4.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Teniendo en cuenta que el andlisis fisico-quimico aporta un diagnostico preliminar
sobre la calidad de la leche, el muestreo se realiz6 bajo las condiciones y
requisitos establecidos en las normas y procedimientos reglamentarios de la
industria de alimentos, INVIMAS.

Las muestras utilizadas para la intercalibracién se recolectaron en horas de la
mafiana en una industria lactea, donde también se analizaron las muestras; para
su recoleccién, se utilizaron recipientes de plastico de 5 L de capacidad, de boca
ancha y cierre hermético, y se transportaron al laboratorio de la Unidad de Analisis
Industriales, en una nevera de material isotérmico a una temperatura inferior a 10
°C. Las muestras recogidas para la intercalibracion, fueron muestras homogéneas
a partir de leche entera pasteurizada y ultrapasteurizada, tomadas directamente
de los tanques de homogenizacion; y muestras de leche entera cruda tomadas
directamente de las cantinas provenientes de los proveedores de la empresa. El

volumen de muestra tomado fue de dos litros, para cada uno de ellas.

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron envasadas en viales de vidrio de
250 mL, registradas, rotuladas® y rapidamente refrigeradas a 4 °C para realizar

dentro de las 24 horas siguientes al muestreo, las determinaciones de pH, acidez,

e Las muestras se codificaron para evitar algin tipo de implicacion que pudiera suscitarse por parte de las

empresas lacteas
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densidad, grasa, prueba de reduccién del azul de metileno y fosfatasa; las
determinaciones de proteina y ceniza, se realizaron dentro de las 48 horas

siguientes al muestreo.

Antes de cada andlisis, las muestras se homogenizaron agitandolas manualmente

mediante inversion lenta y constante del vial de vidrio que las contenia.

Adicionalmente, se seleccionaron gran variedad de leches liquidas destinadas al
analisis de lactulosa, directamente de los supermercados de la ciudad de
Popayan, durante todo el mes de junio de 2006. La seleccion se hizo al azar, y se
tratdé de cubrir toda la variedad de leches existentes y exhibidas al consumidor por
parte de las diferentes industrias lacteas, asi como aquellas que tuvieran una

fecha de vencimiento prolongada, alrededor de tres a seis meses.

Para ello, se seleccionaron 21 tipos de leche ultrapasteurizada (UHT) en envase
Tetra Pak (cada una de ellas, se halla descrita en el Anexo I), dentro de las que se

encuentran:

Leches con diferente contenido de grasa: enteras, semidescremadas vy

descremadas.

Leches adicionadas de vitaminas, minerales y fibra.

Leches deslactosadas.

Una vez adquiridas, se trasladaron al laboratorio, donde se envasaron, registraron,
rotularon y refrigeraron siguiendo el mismo procedimiento que para las muestras
de la intercalibracion. Adicionalmente, se congel6 inmediatamente una cantidad de

cada leche del mercado, la cual se destind para la determinacion y cuantificacion

de lactulosa.
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4.4 OPTIMIZACION DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS Y ESTANDARIZACION
DE LA METODOLOGIA UTILIZADA EN EL ANALISIS FiSICO-QUIMICO DE
LECHES LIQUIDAS

Se realiz6 un analisis microbioldgico, que incluyé examinar la actividad enzimatica
por medio de la prueba de fosfatasa y la actividad reductora de bacterias, a través
de la prueba de tiempo de reduccion del azul de metileno (TRAM) en las muestras
de leche liquida; para optimizar las condiciones experimentales de cada una de las
pruebas, se realizaron diez lecturas que permitieron obtener parametros de
confiabilidad para los resultados obtenidos de las metodologias empleadas. Estas
pruebas se realizaron inmediatamente a la llegada de las muestras al laboratorio,

debido a la susceptibilidad de la leche al deterioro por microorganismos.

De igual manera y con el fin de establecer el nivel de confianza apropiado de la
metodologia implementada y empleada en el laboratorio de la UAI, para llevar a
cabo los analisis fisico-quimicos que permiten realizar un diagndstico preliminar de
la calidad de la leche, se realizé un ejercicio de intercalibracion con el laboratorio

de una industria lactea de la ciudad de Popayan, que suministrd las muestras.

Los anadlisis fisico-quimicos establecidos como requisito para control de calidad de
la leche, por las normas y procedimientos reglamentarios de la industria de
alimentos, INVIMA3, incluyen la determinaciéon de acidez, densidad, contenido de

materia grasa y extracto seco total y desengrasado.

Estos analisis fisicos y quimicos, estdn basados en los métodos oficiales de
andlisis de la AOAC INTERNATIONAL3* (incluyendo otros que pudiesen aportar a
la caracterizacién de la composicion de la leche) y se realizaron para cada
muestra de leche liquida empleada en la intercalibracion. Analisis como pH,
densidad, acidez y materia grasa, se realizaron inmediatamente a la llegada de las

muestras al laboratorio, debido a que la leche es una matriz labil; para cada
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analisis fisico-quimico incluidos porcentaje de proteina y cenizas realizados
durante las 48 horas siguientes, se realizaron diez lecturas, que permitieron

determinar parametros de confiabilidad de las metodologias empleadas.

Una vez optimizadas y estandarizadas las respectivas metodologias para el
analisis microbiologico y la caracterizacion fisico-quimica de leches liquidas, se
aplicaron a las muestras del supermercado, destinadas al analisis de lactulosa;

cada determinacion fisico-quimica se realiz6 por triplicado.

A continuacién, se detallan uno a uno los métodos empleados para los andlisis

microbioldgicos y fisico-quimicos anteriormente mencionados.

Analisis microbiolégicos:

4.4.1 Prueba de reduccion del azul de metileno (TRAM): en un tubo de ensayo
de 20 mL de capacidad, se adicionaron volumétricamente 10 mL de leche,
cuidando de no mojar las paredes del tubo; se agregdé volumétricamente con
pipeta, 1 mL de la solucibn de trabajo de azul de metileno y se agitd
constantemente para conseguir homogeneidad completa del color azul formado. El
tubo se tap6 con un algodon y se mantuvo en un bafio maria a una temperatura de
37°-38 °C, cuidando que el nivel del agua del bafio cubriera el nivel de la mezcla

de leche y azul de metileno, para mantener uniformidad en la temperatura.

Se monitoreo el tiempo necesario para la decoloracion, la cual ocurre cuando todo
el contenido del tubo se ha decolorado completamente 6 al menos 5 mm desde la

superficie.
Como criterio de comparacion, se adicion6 a un tubo similar, 40 mL de la muestra

de leche y 1 mL de agua corriente (que previamente se sumergio en agua

hirviente durante 5 minutos antes de realizarle el mismo procedimiento que a la
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muestra). La interpretacion de la prueba se realiz6 con base a la escala de

clasificacién (Seccion 2.4.1 pag. 30).

4.4.2 Prueba de fosfatasa: a dos tubos de ensayo de 10 mL de capacidad, se
adicionaron volumétricamente 5 mL de la solucion transparente de p-
nitrofenilortofosfato disddico al 0,15 %, se taparon y se colocaron en un bafio
maria a 37 °C durante 5 minutos; después de este tiempo, al primer tubo se le
adicion6 1 mL de la muestra de leche y al segundo 1 mL de leche cruda para
tomarlo como referencia. Inmediatamente, se incubaron en un bafio maria
durante dos horas a 37 °C. Si hay desarrollo de un color amarillo, hay presencia

de la enzima.

Analisis fisico-quimicos:

4.4.3 Determinacion de la densidad: en una probeta de 250 mL (en posicion
inclinada para evitar la formacion de espuma e incorporacion de aire), se vertieron
suavemente 200 mL de leche homogenizada a una temperatura de 15 °C (1,0
°C); una vez alcanzada esta temperatura, se introdujo un lactodensimetro por todo
el centro del liquido, haciendo una leve rotacion para evitar que se pegara a las
paredes. Cuando el lactodensimetro se estabilizo, se ley6 la densidad, cuidando
que la superficie de la leche enrasara con el grado lactodensimetro de la escala
correspondiente al tipo de muestra que se esté analizando (existe una escala para
leche con crema y otra para leche sin crema). Se anoté la lectura de densidad y se
registro la temperatura que indicé el termometro de la parte superior del vastago

para realizar la posterior correccién, como se indica a continuacion:
e Si la lectura de temperatura es mayor a la temperatura de referencia, la

correccion se realiz6 sumando 0,2 a los grados lactodensimetros leidos por

cada grado centigrado por encima de la temperatura de referencia; asi:
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Grados lactodensimetros corregidos = grados leidos + 0,2(T °C leida — 15 °C) (Ecuacion 1)

e Si la lectura de temperatura, es inferior a la temperatura de referencia, la
correccion se realizé restando 0,2 a los grados lactodensimetros leidos por cada
grado centigrado por debajo de la temperatura de referencia, asi:

Grados lactodensimetros corregidos = grados leidos — 0,2(15 °C- T °C leida) (Ecuacion 2)

4.4.4 Determinaciéon de acidez: para ello se midié volumétricamente 10 mL de
leche en cada uno de los erlenméyer de 100 mL y se afiadié volumétricamente 2
mL de solucién de fenolftaleina al 1 % a cada recipiente. El contenido de estos
erlenméyer se tituld con una solucion estandar de NaOH 0,1 N contenida en una
microbureta de 10 mL, hasta la aparicién de un color rosa débil que permanecié

durante 1 minuto. Nota: la titulacién no debe emplear mas de 20 segundos.

El valor de acidez, expresado como porcentaje (p/v) de acido lactico, se calculo

segun la ecuacion 3.

wAcidez = 2 4100 (Ecuacion 3)
Donde,
\% = Volumen de NaOH gastado en la titulacién
N = Normalidad del NaOH
F = Factor de conversion a acido lactico: (1 equivalente g NaOH=1

equivalente g &cido lactico) x 90g acido lactico

Vm = Volumen de muestra titulado

4.4.5 Determinaciéon de pH: la medida de pH se realizé a temperatura ambiente,
con la ayuda de un pH-metro METTLER TOLEDO 8603, previamente calibrado.
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4.4.6 Determinacion del contenido de grasa: se midieron volumétricamente 10
mL de H2SO4 para Gerber y se introdujeron en los butirdmetros de escala 0-8 %,
evitando mojar las paredes; seguidamente, se agregaron por la pared del
butirometro, volumétricamente 11 mL de leche, cuidando que no se mezclara con

el acido. Inmediatamente, se adicion6 1 mL de alcohol amilico.

Se tap6 el butirdmetro con su tapdn correspondiente y se agitd de forma efectiva
envolviéndolo en un pafio para evitar quemaduras debidas a la fuerte reaccién

exotérmica producida.

Se coloco el butirometro en un bafio maria a 65-70 °C por 15 minutos con el tapon
hacia abajo; se centrifugd por 10 minutos a 1380 rpm, y nuevamente se llevé al
bafio maria por 5 min. mas, hasta que la separacion de la grasa fue nitida. En ese
momento se leyo el espesor de la capa grasa acumulada en la parte superior

calibrada del butirometro.

4.4.7 Determinacion de extracto seco (ES): la determinacién del extracto seco
se basé en los valores de densidad y porcentaje de materia grasa, usando la

formula de Richmond? (ecuacion 4).

%ES =250(p — 1)+ 0,2(%G) + 0,14 + %G (Ecuacion 4)
Donde,
ES = Extracto seco
P = Densidad de la leche a 15°C

%G = Porcentaje de materia grasa
4.4.8 Determinacion del extracto seco desengrasado (ESD): para calcular el

extracto seco desengrasado, se tuvieron en cuenta los valores de densidad y
porcentaje de materia grasa segun la formula de Richmond? (ecuacion 5).
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%ESD = 250(p —1)+ 0,2(%G)+ 0,14 (Ecuacion 5)

Donde,

ESD = Extracto seco desengrasado
P = Densidad de la leche a 15°C
%G = Porcentaje de materia grasa

4.4.9 Determinacién de proteina: se vertié6 volumétricamente 1 mL de leche al
tubo de digestion kjeldahl y se le agregd 1 g de catalizador (K2SO4-CuSO4-TiO2) y
9 mL de H2S04 concentrado. Se instalé el tubo en el equipo de digestion y se
graduo el calentamiento suavemente durante 1 hora, hasta que dejo de formar
espuma. Se continué la digestiébn hasta que la muestra quedd completamente
clara y libre de materia organica, durante aproximadamente tres horas a 370 °C
(regulador de energia en posicion 10);completada la digestion, se apago la estufa
y se aislaron los tubos para dejarlos enfriar a temperatura ambiente; ya frios los
tubos, se les adicionaron unas gotas de fenolftaleina (coloracién naranja) y se
instalaron en el destilador BUCHI donde se les adicion6 directamente 50 mL alcali
al 30 % en exceso (hasta coloraciébn azul tenue que se obtiene al finalizar la
reaccion) para liberar el amoniaco, el cual se destilo por arrastre de vapor y se
recogié en un erlenméyer de 250 mL que contenia H3sBOs al 4 % con una solucién
indicadora de tashiro que dié una coloracion violeta; después del cambio a color
verde en el contenido del erlenméyer o hasta obtener el doble del volumen inicial,

se destil6é durante cinco minutos mas.

Finalmente, se tituld el borato de amonio contenido en el erlenméyer con HCI 0,1

N, hasta obtener nuevamente una coloracion violeta.

Paralelamente se mont6 un blanco (catalizador y H2SOa4 concentrado) en las

mismas proporciones y bajo las mismas condiciones del procedimiento anterior. El
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contenido de nitrogeno y proteina se determind de acuerdo con las ecuaciones 6 y
7.

VxNxF

%Nitr6geno= — x100 (Ecuacion 6)
g
% proteina= %nitrogenox 6,38 (Ecuacion 7)
Donde,
\% = Volumen de HCI gastado en la titulacién
N = Normalidad del acido
F = Factor de conversion a gramos de nitrogeno (1 equivalente g HCI=1

equivalente g N2) x 14 g N

4.4.10 Determinacion de cenizas: en el horno de secado a 100 °C por 30
minutos, se seco6 un crisol de porcelana con tapa (previamente lavado con mezcla
sulfocrémica, agua corriente y agua destilada) y, posteriormente se enfrié dentro
de un desecador y se registré su peso; seguidamente se pesé dentro de él con
precision +1,0000 g de muestra de leche, y se coloco el crisol sin tapa en el horno
a 60 °C hasta sequedad, aproximadamente una hora. El crisol tapado, se coloco
en el horno de calcinacién y se aumentd progresivamente la temperatura durante
30 minutos sin exceder los 425 °C, con el fin de lograr la incineracion y liberacion
de los compuestos gaseosos, sin formacion de llamas; posteriormente, se
aumenté gradualmente la temperatura hasta llegar a los 550 °C y se mantuvo
constante durante 2 horas hasta obtener unas cenizas blancas 6 grisaceas. Com-
pletado el tiempo de calcinacion, se bajo la temperatura del horno a unos 100 °C
aproximadamente, para sacar cuidadosamente los crisoles y llevarlos al
desecador para su enfriamiento y pesado. El contenido de cenizas se determiné

segun la ecuacion 8.
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%Cenizas= We x100 (Ecuacion 8)
Wm

Donde,
Wc = Peso de las cenizas
Wm = Peso en gramos de leche

4.4.11 Analisis estadistico: los datos obtenidos para cada parametro analizado
con un ejercicio de intercalibracion (densidad, acidez, pH, grasa, ES y ESD), se
sometieron a un analisis estadistico en el paquete SPSS, aplicando la prueba T
para el analisis de significancia con diferencia entre medias, obtenidas

experimentalmente en cada laboratorio.

4.5 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA DETERMINACION DE LACTULOSA

La determinacion y cuantificacion de lactulosa en las muestras de leche, se llevo a
cabo utilizando la técnica de espectrofotometria UV-Visible. Para ello, se conto
con dos equipos (Figuras 8 y 9), en los cuales se realizaron las mediciones con el
fin de comparar sus sensibilidades; la cuantificacidon se realiz6 en la region visible,

debido a la formacién de un compuesto coloreado.

Figura 8. Espectrofotometro UV-visible, THERMO GENESYS 6
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Figura 9. Espectrofotometro UV-visible, INTRALAB-DMS 100

4.5.1 Calibracién de los espectrofotémetros: para la calibracion de los
espectrofotometros, se preparé una solucion estandar de dicromato de potasio
0,06 M; a partir de esta solucién, se prepararon soluciones de dicromato de
potasio de 4, 8, 16, 24 y 32 ppm y se midié su absorbancia, a una longitud de
onda de 373 nm, empleando como blanco KOH 0,06 M. Adicionalmente, para el
equipo INTRALAB DMS-100, se realizé un barrido desde una longitud de onda de

275 a 750 nm con la celda de 6xido de holmio.

La calibracion de los espectrofotometros se realizO mensualmente y cada vez que
se realizaron lecturas de muestras o de patrones; se incluyeron por lo menos dos
estandares de concentracién conocida para revisar el funcionamiento de los

equipos.

4.5.2 Seleccion de la longitud de onda: con el fin de conocer la longitud de onda
de maxima absorcion para establecer las condiciones Optimas de trabajo y poder
preparar una curva de calibracion que relacionara la absorbancia del analito con
Su concentracion, se realizo un barrido en la region visible, comprendida en el
intervalo de longitudes de onda de 380 a 800 nm®. El barrido se realiz6 con

soluciones de diferentes concentraciones patron de lactulosa (3 y 15 mg/mL).

De igual manera, se emple6 un detallado tratamiento matematico, basado en las

reglas de Woodward — Fieser*3, para determinar la longitud de onda tedrica de
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acuerdo con la estructura electronica de la molécula absorbente formada. Esta
molécula es separada en un sistema base de absorcion con un valor de A teorico,
el cual se va incrementando en determinados valores, de acuerdo con la posicién

de los sustituyentes.

4.5.3 Método de cuantificacion: el método empleado para el analisis cuantitativo
de lactulosa, fue la curva de calibracion y para ello se prepararon una serie de
soluciones patrén con concentraciones de 0,07, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7 a 1,0 mg/mL.
Con las absorbancias registradas para cada concentracion, se construyo la curva
patrén; luego, se registraron las absorbancias de las muestras y con el valor
promedio, en la curva de calibracidon, se determinaron las concentraciones

correspondientes.

4.6 PUESTA A PUNTO DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION
DE LACTULOSA

Una vez seleccionada la longitud de onda en la cual se realiz6 la cuantificacion de
lactulosa, se procedi6 a optimizar los parametros estadisticos que estableceran la
confiabilidad de los resultados. A continuacion, se describen los pasos seguidos

para la determinacion de dichos parametros.

4.6.1 Linealidad: para evaluar la linealidad, se preparé una curva de calibracion
en el intervalo de concentraciones de 0,07, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7 a 1,0 mg/mL de
lactulosa. Las soluciones se prepararon previamente al analisis y se mantuvieron
almacenadas a 4 °C; sin embargo, una vez preparadas, inmediatamente se inicié
con el proceso para ser medidas. A cada solucion patron de lactulosa se le
realizaron cinco lecturas y a partir de los datos obtenidos de absorbancia y sus

respectivas concentraciones, se trazaron las curvas de calibracion en cada equipo.
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4.6.2 Precision: la precision se estableciéo en condiciones de repetibilidad, y su
evaluacion correspondié tanto al sistema como al método, es decir, desde la toma
y preparacion de la muestra hasta la medicion de la lactulosa. Esta dispersion de
medidas respecto a un valor medio, se expresé en términos de la desviacion

estandar relativa (DSR).

4.6.2.1 Repetibilidad del método: fue determinada realizando diez lecturas de
alicuotas de una muestra de leche ApSCaV y de dos soluciones patron de
lactulosa (0,1 y 0,3 mg/mL), en diferentes dias (10 dias consecutivos). El analisis
en cada dia incluye desde la preparacion hasta la medicion de la muestra y/o

solucion patron.

4.6.2.2 Repetibilidad 0 precision espectrofotométrica: para evaluar la
repetibilidad 6 precision espectrofotométrica, se realizaron cinco lecturas repetidas
(N=5) de la absorbancia de los patrones (0,1 y 0,3 mg/mL) y de la muestra de
leche ApSCaV. Esta determinacion se realiz0 en diferentes dias (10 dias

consecutivos), para la misma muestra.

4.6.3 Sensibilidad: los parametros empleados para determinar la sensibilidad
fueron los limites de deteccion y cuantificacion, para los cuales se prepararon tres
soluciones estandar de las concentraciones mas bajas (0,07, 0,1 y 0,3 mg/mL), las
cuales se midieron diez veces, al igual que un blanco, y se analizé la relacién

sefal/ruido.

4.6.4 Exactitud del método: para conocer la concordancia entre el valor medido y
el valor aceptado como referencia (curva de calibracion), se evalué la exactitud en
términos del porcentaje de recuperacion de la lactulosa. Para ello, se emple6 una
muestra de leche (PS) y una solucidén patron de baja concentracién 0,1 mg/mL, a

las cuales se les agregd cierta cantidad conocida de una solucion patron de
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lactulosa de mayor concentracion (1,0 mg/mL). A cada uno se le midi6 cinco veces

el valor de su absorbancia y se le hall6 el porcentaje de recuperacion.

4.7 ESTABILIDAD DE LA LACTULOSA

Para evaluar la estabilidad de patrones y muestras en el tiempo, se prepararon
tres soluciones estandar de diferente concentracion (0,07, 0,1 y 0,3 mg/mL) y una
muestra de leche (ApSCaV), las cuales fueron preparadas, analizadas y
guardadas (en viales de vidrio tapa rosca, selladas herméticamente vy

almacenadas a 4 °C) para leerlas nuevamente durante diez dias consecutivos.

4.8 EXTRACCION DE LACTULOSA Y OBTENCION DEL COMPLEJO
ABSORBENTE

Para obtener en forma experimental y para las condiciones particulares del
laboratorio de la UAI, resultados confiables para la determinacion de lactulosa, se
optimizaron las condiciones experimentales del método analitico. Para ello, se
inicié con un preacondicionamiento de las muestras de leche, el cual consistié en
dejar atemperar (dejar en reposo hasta alcanzar la temperatura amiente) los viales
de vidrio que contenian las muestras y que se encontraban en el congelador; una
vez descongeladas y a temperatura ambiente, se procedié a la extraccion del

carbohidrato.
4.8.1 Extraccion de lactulosa: para extraer la lactulosa de las muestras de leche,

se tomé 1 mL de la muestra con pipeta volumétrica y se afor6 a 10 mL con

metanol®’, como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Extraccion de lactulosa en metanol

A continuacion, la disolucién se transvaso rapidamente a un tubo de ensayo como
se muestra en la figura 11, se agitdé en un vortex durante 1 minuto y se dejé en

reposo en la nevera hasta el dia siguiente para evitar la volatilizacion del metanol y
precipitar la proteina.

Figura 11. Precipitacion de la fraccién proteinica
4.8.2. Formacién del complejo coloreado: para formar la especie que absorbio

en la region visible, se empleé un método cetoespecifico modificado®?® propuesto

previamente para la determinacion de lactulosa en mezclas de lactosa-lactulosa®.
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Este método se basa en el uso del reactivo antrona-acido acético-acido fosforico-

etanol, cuya preparacion se describe en la seccion 4.1.3.1.

El procedimiento se comenzé tomando una alicuota de 0,2 mL del sobrenadante
obtenido en la precipitacion de proteinas con metanol (Seccién 4.8.1) en el cual se
encuentra soluble la lactulosa. En el diagrama 2, se indican los pasos a seguir

para la formacién de la especie absorbente.
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primera adicion

4 mL etanol
absoluto

segunda adicion
0,5 mL
Reactivo de antrona

A UN TUBO DE ENSAYO QUE
SE ENCUENTRA DENTRO DE
UN BANO DE AGUA FRIA Y
QUE CONTIENE 0,2 mL DEL
SOBRENADANTE OBTENIDO
EN LA PREPARACION DE LA
MUESTRA O PATRON

enfriar a temperatura ambiente durante 10 minutos

tercera adicion
6 mL acido acético glacial

Agitar durante 1 minuto en el vortex
Medir a A =425 nm

Diagrama 2. Metodologia espectrofotométrica
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4.9 APLICACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA
ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE LACTULOSA EN MUESTRAS DE
LECHE COMERCIALES

Puesto a punto el método analitico, para estimar la concentracién de lactulosa en
las muestras de leche comerciales que se analizaron, se emplearon las
ecuaciones de las rectas obtenidas para cada equipo (seccién 4.6.1), en las
cuales se despej6 el valor de la concentracion, reemplazando el promedio de la
absorbancia obtenida. A esta concentracion se le aplicé un factor de dilucién
(ecuacion 9), para obtener la concentracidon real en cada una de las muestras de

leche analizadas.

X mx 10.0mL (Ecuacion 9)
mL { 1,0mL
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 OPTIMIZACION DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS Y ESTANDARIZACION
DE LA METODOLOGIA UTILIZADA EN EL ANALISIS FiSICO-QUIMICO DE
LECHE LIQUIDA

A continuacion, se muestran los resultados de la optimizacion y la estandarizacion
de los analisis microbiolégicos y fisico-quimicos que se llevaron a cabo en la UAI-
seccion alimentos, utilizando tres muestras de leche entera cruda, pasteurizada y
ultrapasteurizada, provenientes de una industria lactea junto a la cual se realiz6 un
ejercicio de intercalibracion por medio de su laboratorio, para estandarizar los
andlisis fisico-quimicos. En la intercalibracion, no se incluyeron los analisis

microbioldgicos.
5.1.1 Optimizacion de pruebas microbiolégicas: la optimizacion de la
metodologia que permitio evaluar la carga microbiana, asi como la presencia de

enzimas que alteran la matriz, arrojo los resultados que se indican en la tabla 8.

Tabla 8. Pruebas microbiologicas para evaluar la calidad de la leche

LECHE ENTERA TRAM FOSFATASA
CRUDA 4 horas Positiva”
PASTEURIZADA 7 horas Negativa™
ULTRAPASTEURIZADA 7 horas Negativa
" Presencia de fosfatasa ™ Ausencia de fosfatasa
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En las diez lecturas realizadas en las dos pruebas para cada muestra de leche, se

obtuvieron valores acordes a los establecidos por la norma3.

De los resultados, puede observarse que la flora normal de la leche cruda y de las
leches higienizadas no ha sido alterada durante la manipulacion y que por tanto se
han mantenido condiciones asépticas para tratarlas, puesto que no hubo cambio
de color del indicador azul de metileno, lo cual corrobora la ausencia de bacterias
reductoras; estos resultados muestran, que el grado de pasteurizacion aplicado a

las leches higienizadas fue el adecuado.

Respecto a la prueba de fosfatasa, el resultado fue negativo para las leches
higienizadas, indicando nuevamente un Optimo tratamiento de pasteurizacion,
mientras que para la leche cruda, la prueba resultd positiva como era de
esperarse, ya que la enzima permanece activa mientras la leche no sea sometida

a un proceso de pasteurizacion, en el cual se destruye.

5.1.2 Estandarizacion de analisis fisico-quimicos: con el fin de implementar las
técnicas analiticas y de confirmar la confiabilidad de los resultados obtenidos para
los andlisis fisico-quimicos, se determinaron pardmetros de confianza como

precision y exactitud.

5.1.2.1 Precision: para determinar la precision del método se realizaron de cinco
a diez repeticiones de cada una de las metodologias de densidad, acidez, pH,

grasa, proteina y cenizas.

Para evaluar la dispersiéon de las medidas respecto a su valor medio, se calculé la
desviacion estandar (s) y se establecioé un intervalo de confianza (u) de la medida
con una probabilidad del 90% y de igual manera, se calculé la desviacion estandar
relativa (DSR), como se indica en las tablas 9, 10, 11, 12, 13y 14.
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Tabla 9. Medidas de densidad de laleche en g/mL a 15°C

LECHE ENTERA CRUDA PASTEURIZADA UHT
1 1,0310 1,0310 1,0300
2 1,0310 1,0310 1,0310
3 1,0310 1,0320 1,0310
4 1,0310 1,0320 1,0310
5 1,0310 1,0320 1,0310
6 1,0310 1,0310 1,0310
7 1,0310 1,0310 1,0310
8 1,0310 1,0320 1,0310
9 1,0310 1,0320 1,0310
10 1,0310 1,0320 1,0310
- ts
Xt W 1.0310 £ 0,0001 1,0320 £+ 0,0003 1.0310 + 0,0001
S 0,0002 0,0006 0,0002
DSR (%) 0,019 0,058 0,019
Tabla 10. Medidas del porcentaje de acidez
LECHE ENTERA CRUDA PASTEURIZADA UHT
1 0,130 0,168 0,134
2 0,134 0,178 0,134
3 0,134 0,176 0,131
4 0,134 0,178 0,134
5 0,134 0,179 0,134
6 0,130 0,178 0,134
7 0,134 0,178 0,131
8 0,134 0,174 0,131
9 0,130 0,179 0,134
10 0,134 0,168 0,134
- ts
X+t W 0,133 + 0,001 0,176 + 0,002 0,133 + 0,001
S 0,002 0,004 0,001
DSR (%) 1,50 2,27 0,75

Tabla 11. Medidas de pH de la leche
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LECHE ENTERA CRUDA PASTEURIZADA UHT
1 6,693 6,573 6,779
2 6,692 6,592 6,779
3 6,690 6,595 6,784
4 6,696 6,593 6,780
5 6,699 6,599 6,777
6 6,698 6,600 6,779
7 6,701 6,603 6,781
8 6,699 6,599 6,781
9 6,703 6,597 6,778
10 6,696 6,599 6,795
- s
Xt W 6,697 + 0,002 6,597 + 0,002 6,780 + 0,001
5 0,004 0,004 0,002
DSR (%) 0,06 0,06 0,03
Tabla 12. Medidas del porcentaje de grasa
LECHE ENTERA CRUDA PASTEURIZADA UHT
1 3,80 3,00 3,30
2 3,80 3,10 3,20
3 3,80 3,00 3,20
4 3,70 3,00 3,30
5 3,80 2,90 3,20
6 3,70 2,90 3,90
7 3,60 3,10 3,20
8 3,70 3,10 3,20
9 3,70 3,10 3,20
10 3,70 3,00 3,20
- s
X+ W 3,73+0,03 3,02 +0,04 3,29+0,12
S 0,06 0,07 0,21
DSR (%) 1,60 2,71 6,38
Tabla 13. Medidas del porcentaje de proteina
LECHE ENTERA CRUDA PASTEURIZADA UHT
1 2,17 2,86 2,71
2 2,17 2,84 2,71
3 2,15 2,86 2,71
4 2,17 2,84 2,71
5 2,17 2,81 2,66
-, s
Xt W 2,16 £ 0,01 2,84 +0,01 2,70 +0,01
S 0,01 0,02 0,02
DSR (%) 0,46 0,70 0,74
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Tabla 14. Medidas del porcentaje de cenizas

LECHE ENTERA CRUDA PASTEURIZADA UHT

1 0,68 0,72 0,72

2 0,69 0,72 0,72

3 0,69 0,71 0,72

4 0,70 0,70 0,72

5 0,69 0,70 0,72

- s

X* W 0,69 +0,01 0,71+0,01 0,72+0,01

S 0,01 0,01 0,01

DSR (%) 1,40 1,40 1,38

Una vez, aplicado el criterio Q para rechazar datos, se obtuvieron bajos valores de
DSR, inferiores al 6,38 % y dentro del rango apropiado y aceptado (5 y 10 % 0
mayores, trabajando en un intervalo de aceptacion del 97-103 %) de RSD para
matrices complejas como fluidos biolégicos (entre los que se encuentra la leche) y
andlisis de trazas®. Estos valores bajos obtenidos experimentalmente, confirman

la buena repetitividad de los métodos empleados para cada ensayo.

La evaluacién de la precision, permiti6 obtener los valores medios de cada
parametro fisico-quimico, encontrdndose que la densidad, acidez, pH, grasa,
proteina y cenizas para leche entera cruda e higienizada, esta dentro del rango de
1,031-1,032 g/mL, 0,133-0,176%, 6,597-6,780, 3,02-3,73, 2,16-2,84 y 0,69-0,72
respectivamente; lo cual indica, que los tres tipos de leche analizados cumplen
con los pardmetros establecidos y aceptados tedricamente por el Ministerio de

Salud para la composicion quimica de la misma.

5.1.2.2 Intercalibracion: la precision también se evalu6 en condiciones
reproducibles, realizando un ejercicio de intercalibracion con el laboratorio
(Laboratorio de referencia) de una industria lactea, que proporcioné las muestras
de leche a la UAI; durante la intercalibracién, las muestras se analizaron el mismo
dia de su recoleccion, de tal forma que pudiera establecerse un nivel de confianza
de la metodologia empleada en la UAI para la determinacion de densidad, acidez,

pH, grasa, ES y ESD. Los resultados de la intercalibracion se indican en la tabla
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15; es importante aclarar que el laboratorio de referencia suministré los valores

promedio, por lo cual no se tienen datos para las desviaciones estandar y estandar

relativa.

Tabla 15. Resultados de la intercalibraciéon de los analisis fisico-quimicos

ANALISIS | LECHE ENTERA LAB. UAI LAB. REF
x+ - psr (%)
JIN
o CRUDA (1.0310 + 0,0001), 0,019 1,0300
(g/mL) PASTEURIZADA (1,0320 + 0,0003), 0,058 1,0305
UHT (1.0310 + 0,0001), 0,019 1,0310
Acidez CRUDA (0,133 + 0,001), 1,50 0,138
(%) PASTEURIZADA (0,176 + 0,002), 2,27 0,154
UHT (0,133 + 0,001), 0,75 0,136
pH CRUDA (6,697 + 0,002), 0,06 6,630
PASTEURIZADA (6,597 + 0,002), 0,06 6,600
UHT (6,780 + 0,001), 0,03 6,760
G CRUDA (3,73 +0,03), 1,60 3,70
(%) PASTEURIZADA (3,02 +0,04), 2,71 3,20
UHT (3,29 +0,12), 6,38 3,30
ES CRUDA (12,36 + 0,08), 0,64 12,08
(%) PASTEURIZADA (11,66 + 0,15), 1,2 11,61
UHT (11,81 +0,27), 2,2 11,85
ESD CRUDA (8,63+0,13), 1,5 8,38
(%) PASTEURIZADA (8,65+0,12), 1,3 8,41
UHT (8,52 +0,08), 0,93 8,55

De la determinacién de proteina y cenizas no

se obtuvieron datos de

intercalibracion, ya que el laboratorio de referencia no realiza estos analisis como

rutina; por otra parte, la determinacién del porcentaje de extracto seco (ES) y

extracto seco desengrasado (ESD), fue evaluado por la férmula de Richmond con
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los valores promedio de grasa y densidad, como se indica en las secciones 4.4.7 y

4.4.8 respectivamente.

La similitud alcanzada entre los resultados obtenidos con el ejercicio de
intercalibracion, permite hacerse una idea sobre el grado de concordancia que
existe entre las medidas obtenidas con los métodos implementados en la UAI y
que comunmente son empleados por la industria lactea; sin embargo, no propor-
cionan la confiabilidad requerida para afirmar la reproducibilidad entre ellos
cuando son aplicados a una misma muestra en condiciones diferentes de trabajo,
de instrumentos, de analistas y de laboratorios. Por lo tanto, es importante evaluar
la diferencia significativa que existe entre estos datos, mediante un analisis de

significancia entre valores medios.

5.1.2.3 Analisis estadistico: el andlisis estadistico realizado con la prueba T
para comparacion de una media experimental con un valor conocido, en el
ejercicio de intercalibracion entre laboratorios, reportd para la leche entera cruda
diferencia significativa en parametros como densidad (t= 15,810), acidez (t=
7,905), pH (t= 52,964), ES (t= 12,648) y ESD (t= 6,588); para la leche entera
pasteurizada, la diferencia significativa se presentd en la densidad (t= 7,905),
acidez (t= 17,391), pH (t= 2,371), grasa (t= 8,131) y ESD (t= 6,899); contrario al
caso de la leche entera UHT donde solo hubo diferencia significativa para la
acidez (t= 9,486) y el pH (t= 31,62). El analisis estadistico detallado se indica en el

Anexo Il.

Posiblemente, esta diferencia es debida a que son analisis muy dependientes del
caracter labil de la leche, el cual pudo afectarse bajo las condiciones de muestreo,
incluido el tiempo transcurrido para transporte de muestras y por consiguiente; la
reproducibilidad en los resultados se vio alterada. Por otra parte, los valores
tomados como conocidos (LAB. REF), no son valores certificados, restandole

confiabilidad al anélisis.
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5.1.2.4 Exactitud: se establecidé la exactitud del método, realizando Ila
comparacion entre los datos obtenidos experimentalmente tanto en la UAI como
en el laboratorio de referencia, con aquellos reportados y establecidos para los
tres tipos de leche segun las normas y procedimientos reglamentarios de la
industria de alimentos, INVIMA3. Los porcentajes de error obtenidos se muestran

en la tabla 16.

Tabla 16. Porcentaje de error de los anélisis fisico-quimicos

ANALISIS LECHE ENTERA VALOR EXPERIMENTAL VALOR ERROR
TEORICO® (%)
OAl TAB REF. UAI LAB. REF.
CRUDA 1,0310 1,0300 1,0315 0,05 0,14
P PASTEURIZADA 1,0320 1,0305 1,0315 0,05 0,10
(g/mL) UHT 1,0310 1,0310 10315 0,05 0,05
CRUDA 0,133 0,138 0,165 19,4 16,4
Acidez PASTEURIZADA 0,176 0,154 0,165 6,6 6,6
(%) UHT 0,133 0,136 0,165 19,4 17,5
CRUDA 6,697 6,630 6,600* 1,46 0,45
pH PASTEURIZADA 6,597 6,600 6,600* 0,05 0,0
UHT 6,780 6,760 6,600* 2,72 2,42
CRUDA 3,73 3,70 3,0 24,3 23,3
G PASTEURIZADA 3,02 3,20 3,0 0,66 6,6
(%) UHT 3,29 3,30 3.0 9,6 10,0
CRUDA 12,36 12,08 11,30 9,4 6,9
ES PASTEURIZADA 11,66 11,61 11,30 31 2,7
(%) UHT 11,81 11,85 11,30 4,5 4,8
CRUDA 8,63 8,38 8,30 4,0 1,0
ESD PASTEURIZADA 8,65 8,41 8,30 4,2 1,3
(%) UHT 8,52 8,55 8,30 2,6 3,0
CRUDA 2,16 - 3,0%* 28,0
PROTEINA PASTEURIZADA 2,84 - 3,0%* 5,3
(%) UHT 2,70 - 3,0%* 10,0
CRUDA 0,69 - 0,73* 54
CENIZAS PASTEURIZADA 0,71 - 0,73* 2,7
(%) UHT 0,72 - 0,73* 13

* KIRK R.; SAWYER, R. y EGAN, H. Composicién y Andlisis de Alimentos de Pearson. México: Compaiiia Editorial
Continental S.A de C.V, 1996. **\VENTANAS, J. Lactologia Técnica: Composicién, recogida, tratamiento y

transformacién de la leche. Espafia: Editorial Acriba, 1980
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Cuando se evalua la exactitud de un método, en general se requiere que el valor
medido no difiera significativamente del aceptado como referencia®®. Los
porcentajes de error obtenidos en el laboratorio de la UAI, fueron en su mayoria (a
excepcion de la acidez, proteina y la grasa 19,4, 28,0 % y 24,3 %, respe-
ctivamente) suficientemente bajos, inferiores al 10 %, indicando la proximidad del
valor medio al tedrico y por consiguiente, la concordancia esperada para

considerar la exactitud de los métodos.

En algunos métodos, como es el caso de acidez, proteina y grasa, donde el
porcentaje de error para la leche entera cruda proveniente de cantinas fue elevado
con respecto al valor medio tedrico, este error puede atribuirse a que son
componentes variables, dependientes de la raza, época del afio, del proceso de
ordefio (para el caso de la grasa, la cual sufre un incremento progresivo), e incluso
del tipo de alimentacion de los animales; por tanto, su contenido puede variar con
respecto al valor tedrico. Este tipo de variaciones dependen también del estado
fisico y mental, ya que las emociones, las preocupaciones o la incomodidad,
ejercen un efecto adverso tanto en la calidad como en la cantidad de leche que

producen los animales?!?.

Por otra parte, es posible atribuir otro factor que también influy6 en la variacién de
los resultados con respecto al valor tedrico; este factor fue la homogenizacion

deficiente de las muestras de leche cruda recogidas en las cantinas.

De igual manera, pueden observarse resultados similares con los porcentajes de
error obtenidos para todas las pruebas, por el laboratorio de referencia, incluido el
elevado porcentaje de grasa y acidez para la leche entera cruda; esta similitud,
implica que realmente existe concordancia entre los resultados obtenidos
experimentalmente con los valores tedricos establecidos; permitiendo concluir, que
los métodos adaptados por los dos laboratorios para la caracterizacion fisico-

guimica, son adecuados para la obtencion de resultados confiables. De igual

78



manera, puede corroborarse de acuerdo a los resultados, que la industria lactea
cumple con las caracteristicas minimas de composicion, exigidas por las normas y
procedimientos reglamentarios de la industria de alimentos, INVIMA® para la

produccion de leche apta para el consumo humano.

5.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS LECHES UHT COMERCIALES

Se realizé un corto andlisis microbiolégico, que incluyé examinar la actividad
enzimatica por medio de la prueba de fosfatasa y la actividad reductora de
bacterias, a través de la prueba de TRAM en las muestras de leche UHT
adquiridas en los supermercados de la ciudad de Popayan. A continuacion, se
muestran los resultados en la tabla 17.
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Tabla 17. Analisis microbiol6égico de

leches comerciales procesadas

térmicamente, enteras, semidescremadas y descremadas

LECHE UHT TRAM (horas) FOSFATASA
ALE 7 Negativa
CEV 7 Negativa
PEFeV 7 Negativa
PS 7 Negativa
PSSOV 7 Negativa
csv 7 Negativa
SFS 7 Negativa
ApSV 7 Negativa
ApSCaV 7 Negativa
ApSMV 7 Negativa
PSD 7 Negativa
SFSD 7 Negativa
ApSD 7 Negativa
AISDF 7 Negativa
CSbhV 7 Negativa
ApDF 7 Negativa
CbVv 7 Negativa
ApD 7 Negativa
AIDF 7 Negativa
PDD 7 Negativa
ApDD 7 Negativa

Considerando que el caracter biologico y labil de la leche determina que ésta

posea una amplia variabilidad en su composicion, asi como, alta susceptibilidad al

desarrollo de microorganismos que contribuyen al rapido deterioro de sus

componentes, se hizo necesario comprobar el estado de conservacion de las

leches UHT procesadas térmicamente, con el objetivo de descartar alguna

alteracion en su composicién, inducida por causas microbiolégicas.
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Los resultados indican que todas las muestras analizadas estdn exentas de
microorganismos, ya que durante mas de las 7 horas dispuestas para el analisis
de TRAM, no hubo cambio de color del indicador azul de metileno, debido a la
ausencia de bacterias responsables de la reduccién de este indicador; asi mismo,
la prueba de fosfatasa resultd negativa como se esperaba, puesto que esta
enzima sOlamente esta activa en la leche cruda, es decir, cuando aun no ha
pasado por ningun tipo de tratamiento de pasteurizacion, lo cual indica que las
leches analizadas, fueron sometidas a un eficaz tratamiento de higienizacion, que
garantizo la destruccién de los gérmenes patdégenos y por consiguiente, no se
esperan alteraciones en su composicién, debidas a algun tipo de carga

microbiana.

También puede observarse que todos estos resultados se encuentran dentro de
los rangos establecidos en las normas y procedimientos reglamentarios de la
industria de alimentos, INVIMA? para cada uno de estos tipos de leche (seccién
2.3.1), cumpliendo con las exigencias minimas para aplicar como leches de
calidad aptas para consumo O para ser empleadas como materia prima de

derivados lacteos.

5.3 CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LAS LECHES UHT
COMERCIALES

Se realizdé el andlisis fisico-quimico por triplicado, con base a los métodos
estandarizados en la UAIl-seccion alimentos y expuestos en la metodologia
(seccion 4.4), de las muestras de leche adquiridas en los supermercados de la

ciudad de Popayan, con el fin de caracterizar la composicion de las mismas.
Dado que existe una relacion directa entre las concentraciones de algunos de los

constituyentes de la leche y el contenido de grasa? las leches analizadas se

clasificaron de acuerdo a este contenido como enteras, semidescremadas y
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descremadas, con el fin de evaluar la influencia significativa o no de la materia
grasa con respecto a parametros indicativos de calidad como son densidad,
extracto seco y extracto seco desengrasado, los cuales, al verse afectados,
implicarian la adulteracién o alteracién de la leche y por ende, la disminucién en la

calidad de la misma.

De igual manera se calculé s, el intervalo de confianza y DSR para cada uno de
los pardmetros analizados, con los cuales pudo soportarse la reproducibilidad y
confiabilidad de los resultados obtenidos (a excepcion del valor de DSR = 50%
para leches descremadas); ya que los valores para dichas desviaciones fueron
inferiores al 0,11, 0,09, 3,7, 6,2, 3,9, 1,4, 3,9 y 8,4 % para densidad, acidez, pH,
grasa, ES, ESD, proteina y cenizas, respectivamente. A continuacion, los resul-

tados se presentan en las tablas 18, 19 y 20.
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Tabla 18. Caracterizacion fisico-quimica de las leches enteras comerciales procesadas térmicamente

p (g/mL) ACIDEZ (%) pH G (%) ES (%) ESD (%) PROTEINA (%) CENIZAS (%)
- 15 - 1S - 1S -, ts -, ts - 1S - ts - 1
Xt—- Xt — Xt — Xt — Xt — Xt — Xt — Xt —
MUESTRA
N N N ~'N VN VN N ~'N
S S S S S S S S
DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%)
1,0300 + 0,0003 | 0,147 +0,002 | 6,585+0,002 | 3,50+0,10 | 11,88+0,08 | 8,34+0,02 2,41+0,02 0,73 +0,02
ALE +0,0002 +0,001 +0,001 +0,06 +0,05 +0,01 +0,01 +0,01
0,02 0,68 0,02 1.7 0,42 0,12 1,2 1,4
1,0330 + 0,0003 | 0,141 +0,002 | 6,691 +0,002 | 3,10+0,10 | 12,15+0,10 | 9,01+0,02 2,60 £0,03 0,75 £ 0,02
CEV +0,0002 +0,001 +0,001 +0,06 +0,06 +0,01 +0,02 +0,01
0,02 0,71 0,01 1,9 0,49 0,11 0,77 1,3
1,0330 + 0,0003 | 0,150+ 0,003 | 6,621 +0,002 | 3,00+0,08 | 11,95+0,12 | 8,98 +0,02 2,64 0,02 0,71+0,10
PEFeV +0,0002 + 0,002 +0,001 +0,05 +0,07 +0,01 +0,01 +0,06
0,02 1,3 0,02 1,6 0,58 0,11 0,37 8,4

* Nivel de confianza para el valor de t es 90%
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Tabla 19. Caracterizacion fisico-quimica de las leches semidescremadas comerciales procesadas
térmicamente
p (g/mL) ACIDEZ (%) s G (%) ES (%) ESD (%) PROTEINA (%) CENIZAS (%)
_ - X+ — - 1S - 1s - 1S - 1s - 1s
w5 PEL pH X X+t —— X+ —— Xt —— X+ —— X+ ——
N N S N N N N N
S s DSR (%) S s s s s
DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%)
PS 1,0320 + 0,0003 0,145 + 0,002 6,642 + 0,003 1,60 = 0,08 10,06 + 0,10 8,46 + 0,05 2,46 £ 0,12 0,76 £ 0,06
+0,0002 + 0,001 + 0,002 +0.05 + 0,06 +0,03 +0,07 +0,04
0,02 0,69 0,03 3,1 0,60 0,35 2,8 3,6
PSOV 1,0320 + 0,0003 0,147 £ 0,002 6,674 + 0,006 1,80 £ 0,08 10,30 £ 0,10 8,50 £ 0,05 2,58 £ 0,06 0,75+0,03
+0,0002 + 0,001 + 0,004 + 0,05 + 0,06 +0,03 +0,04 +0,02
0,02 0,68 0,06 2,8 0,58 0,35 1,6 2,6
Ccsv 1,0330 + 0,0003 0,141 + 0,002 6,684 + 0,005 1,60 £ 0,10 10,27 £ 0,10 8,71+ 0,02 2,58 + 0,06 0,75+ 0,02
+0,0002 + 0,001 + 0,003 + 0,06 + 0,06 +0,01 +0,04 +0,01
0,02 0,71 0,04 3,7 0,48 0,11 1,6 1,3
SFS 1,0320 + 0,0003 0,146 + 0,003 6,610 + 0,010 1,60 + 0,08 10,02 + 0,12 8,45 £ 0,02 2,44 + 0,03 0,72 £0,03
+ 0,0002 + 0,002 + 0,006 + 0,05 +0,07 +0,01 +0,02 +0,02
0,02 1,3 0,09 3,1 1,1 1,4 0,82 2,7
ApSV 1,0340 + 0,0003 0,149 + 0,002 6,644 + 0,005 1,80+ 0,10 10,80 + 0,18 9,00+£0,18 2,66 £ 0,10 0,76 £ 0,02
+0,0002 + 0,001 + 0,003 + 0,06 +0,11 +0,11 + 0,06 +0,01
0,02 0,67 0,05 3,3 1,0 1,2 15 13
ApSCaV 1,0330 * 0,0003 0,154 + 0,005 6,600 * 0,002 1,90 + 0,08 10,67 + 0,08 8,77 £ 0,02 2,60 £ 0,03 0,81 +0,03
+0,0002 + 0,003 + 0,001 + 0,05 + 0,05 +0,01 +0,02 +0,02
0,02 1,9 0,02 2,6 0,46 0,11 0,77 2,4
ApSMV 1,0340 + 0,0003 0,154 + 0,002 6,602 + 0,003 1,80 + 0,08 10,80 £ 0,10 9,00 £ 0,05 2,73+0,05 0,78 £ 0,02
+0,0002 + 0,001 + 0,002 + 0,05 + 0,06 +0,03 +0,03 +0,01
0,02 0,64 0,03 2,8 0,56 0,33 11 1,2
PSD 1,0340 + 0,0003 0,148 + 0,002 6,592 + 0,003 1,60 +0,10 10,52 £ 0,10 8,96 + 0,02 2,48 + 0,05 0,73 +0,03
+0,0002 + 0,001 + 0,002 + 0,06 + 0,06 +0,01 +0,03 +0,02
0,02 0,68 0,03 3,7 0,47 0,11 1,2 2,7
SFSD 1,0320 + 0,0003 0,149 + 0,003 6,540 + 0,002 2,00£0,10 10,58 + 0,10 8,56 £ 0,02 2,54 +0,16 0,74 £ 0,02
+0,0002 + 0,002 + 0,001 + 0,06 + 0,06 +0,01 +0,10 +0,01
0,02 1,3 0,02 3,0 0,47 0,12 3,9 1,4
ApSD 1,0340 + 0,0003 0,157 + 0,002 6,601 + 0,002 1,80 + 0,08 10,80 + 0,08 9,00 + 0,02 2,60 + 0,03 0,74 £ 0,02
+0,0002 + 0,001 + 0,001 + 0,05 + 0,05 +0,01 +0,02 + 0,05
0,02 0,63 0,02 2,8 0,46 0,11 0,76 0,68
AISDF 1,0340 £ 0,0003 0,158 + 0,003 6,524 + 0,005 1,80 + 0,08 10,80 + 0,08 9,00 £ 0,02 2,64+0,12 0,72 +£0,03
+0,0002 + 0,002 + 0,003 + 0,05 +0,05 +0,01 +0,07 +0,02
0,02 1,2 0,04 2,8 0,46 0,11 2,6 2,7
CSbv 1,0340 + 0,0003 0,141 + 0,003 6,673 + 0,003 1,80+0,08 10,80 + 0,18 9,00+ 0,03 2,61+0,06 0,72 +0,02
+0,0002 +0,002 +0,002 +0,05 +0,11 +0,02 +0,04 +0,01
0,02 14 0,03 2,8 1,0 0,22 15 1,3
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Tabla 20. Caracterizacién fisico-quimica de las leches descremadas comerciales procesadas térmicamente

p (g/mL) ACIDEZ (%) pH G %) ES (%) ESD (%) PROTEINA (%) | CENIZAS (%)
- 1s - 1s - ts - ts - ts - ts - 1s - s
Xt — X+ — X+ — X+ — X+ — Xt — Xt— Xt —
MUESTRA JN JN JN JN JN JN JN JIN
S S S S S S S S
DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%) DSR (%)
ApDF 1,0360 + 0,0003 0,142 + 0,002 6,577 + 0,002 0,10 + 0,08 9,26 + 0,08 9,16 + 0,08 2,60 + 0,03 0,75 + 0,02
+0,0002 40,001 +0,001 +0,05 +0,05 +0,05 +0,02 +0,01
0,02 0,70 0,02 50 0,53 0,54 0,77 1,3
CDV 1,0340 + 0,0003 0,142 + 0,003 6,700 + 0,003 ND 8,50 + 0,00 8,50 + 0,00 2,64 0,16 0,71+ 0,02
+0,0002 +0,002 +0,002 +0,00 +0,00 +0,10 +0,01
0,02 1.4 0,03 0,0 0,0 3.7 1,4
ApD 1,0350 + 0,0003 0,153 + 0,003 6,582 + 0,002 0,10 + 0,08 9,01 + 0,08 8,91 + 0,08 2,66 + 0,06 0,77 £ 0,02
+0,0002 +0,002 +0,001 +0,05 +0,05 +0,05 +0,04 +0,01
0,02 1,3 0,02 50 0,55 0,56 15 1,2
AIDF 1,0340 + 0,0003 0,156 + 0,003 6,574 + 0,008 0,20 + 0,08 8,88 + 0,08 8,68 + 0,08 2,61+ 0,06 0,78 + 0,02
+0,0002 + 0,002 + 0,005 +0,05 +0,05 +0,05 +0,04 +0,02
0,02 1,2 0,08 25 0,56 0,58 15 2,5
PDD 1,0340 + 0,0020 0,150 * 0,002 6,586 + 0,003 0,10 + 0,08 8,84 + 0,23 8,74 + 0,23 2,48 + 0,05 0,76 + 0,02
+0,0012 40,001 +0,002 +0,05 +0,14 +0,14 +0,03 +0,02
0,11 0,66 0,03 50 1,6 1,6 1,2 2,6
ApDD 1,0350 + 0,0003 0,157 + 0,002 6,545 + 0,002 ND 8,75 0,00 8,75 + 0,00 2,70 £ 0,03 0,74 + 0,02
+0,0002 +0,001 +0,001 +0,0 +0,00 +0,02 +0,01
0,02 0,63 0,02 0,0 0,0 0,74 1,3
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Densidad. Como se observa en las tablas 18, 19 y 20, la densidad de las leches
enteras estuvieron comprendidas en el rango de 1,030-1,033 g/mL, las
semidescremadas entre 1,032-1,034 g/mL y las descremadas entre 1,034-1,036
g/mL. Estos valores estan intimamente relacionados con el contenido de lipidos,
ya que la grasa es el unico constituyente con menor densidad que el agua y es el
factor que mas influye al bajar la gravedad especifica de la leche®; es por esta
razon que se observa en los resultados un aumento en la densidad de las leches
semidescremadas y aun mas significativo en las leches descremadas; sin
embargo, estos aumentos estan acorde con los valores establecidos por la norma3
(seccion 2.3.1) para cada uno de los grupos de leche. Por otra parte, el analisis
estadistico (Anexo IlI); reportd para cada grupo, diferencias significativas entre las

leches de cada grupo, respecto a este parametro. ;

Con los resultados de densidad obtenidos para las leches deslactosadas, incluidas
en las leches semidescremadas y descremadas, puede confirmarse que la grasa
es el factor mas influyente al bajar la gravedad especifica de la leche, puesto que
los valores obtenidos para ellas se encuentran dentro de los respectivos rangos
establecidos para estos grupos, pues el contenido de lactosa no influye en la

densidad de estas leches.

Acidez. De igual manera, los valores de acidez calculados para las leches
enteras, semidescremadas y descremadas, estuvieron comprendidos en los
rangos de 0,141-0,150 %, 0,141-0,158 % y 0,142-0,157 % respectivamente,
rangos que se encuentran dentro de los valores que establece la norma (0,140-
0,190 %)3 para estos tipos de leche; sin embargo, entre las leches analizadas en
cada grupo el analisis estadistico reportdé diferencias significativas entre ellas
(Prueba de kruskal Wallis para acidez, Anexo ll). Estos resultados demuestran una
acidez natural o aparente, debida a fosfatos y citratos acidos presentes en la
leche, asi como, al diéxido de carbono disuelto en ella'® 1, mas no, a una acidez

debida a la accibn de microorganismos, ya que de acuerdo al analisis
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microbioldgico realizado (TRAM) con anterioridad (seccion 5.2), no se esperaba
ningun tipo de alteracién causada por bacterias, ya que el tratamiento térmico
resultd oOptimo y esto garantiza la destruccion de gérmenes patdgenos que
pudieran causar cierto grado de acidez.

pH. Respecto a los resultados obtenidos para los parametros no establecidos por
la norma, como es el caso del pH, que se encuentra en las leches enteras,
semidescremadas y descremadas. Los valores se encuentran entre 6,586-6,91,
6,524-6,684 y 6,545-6,700 respectivamente, valores comprendidos dentro del
rango referenciado en la literatura (6,500-6,700)!! y a quienes se le atribuye la
ligera acidez normal de la leche. Su determinacibn como parametro indicativo de
calidad, se incluyé por ser de alguna manera, mas significativo, ya que sus valores
estan relacionados directamente con la accion de enzimas, la precipitacion de la
caseina, la accion de bacterias acidificantes (valores de pH mas bajos) capaces
de fermentar lactosa a acido lactico, condiciones anormales de leches
procedentes de vacas con mastitis (valores de pH mas altos), el gusto a acido y el

cambio de color o viraje de los indicadores?®.

Grasa. Segun el contenido de materia grasa obtenido para las leches analizadas,
3,00-3,50 % para leches enteras, 1,60-2,00 % para leches semidescremadas y de
0,0-0,2 % para leches descremadas, puede evidenciarse que las leches enteras
tienen un porcentaje de grasa mayor que los otros tipos de leche. Debido a que
durante su tratamiento, no han sido sometidas a un proceso de desnatado como
es el caso de las leches semidescremadas y descremadas, razén por la cual,
conservan su nivel mayoritario de grasa. Para las semidescremadas, el desnatado
es parcial como lo indican los resultados y casi en su totalidad para las
descremadas, pues los valores de 0,0 % encontrados para las leches descre-
madas CDV y ApDD, no indican la totalidad del desnatado sino, que su contenido
en grasa es mucho menor al que se puede detectar con el butirometro de escala

0-8% que se empleo.
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Por otra parte el contenido de grasa presentd diferencias significativas entre las

leches de cada grupo con la Prueba de kruskal Wallis, reportada en el Anexo II.

Comparando los resultados obtenidos para la grasa con aquellos reportados en la
informacion nutricional de cada leche (Anexo 1), pudo observarse que en los
grupos de las leches semidescremadas y descremadas hubo una minima
discrepancia de los resultados obtenidos respecto a los valores reportados, pero
donde se presentdé mas variacion, fue en las leches descremadas ApDF, CDV, y
AIDF. Se considera que estas pequefias variaciones son, mas que una diferencia,
una consecuencia de la amplitud de la escala comprendida en el butirbmetro
empleado, para lograr la deteccion de cantidades de grasa tan pequefas, 6 en su
defecto, son una consecuencia de la carbonizacion de la grasa, ya que al ser tan
poca, se hace mas vulnerable a la accion carbonizante del acido empleado en la
determinacién y por ende, se hace una deteccion erronea del verdadero

porcentaje.

Adicionalmente, los tres grupos de leches mostraron porcentajes de grasa que
concuerdan con los valores referenciados en la norma (seccién 2.3.1) y que
permitieron clasificarlas para evaluar la relacion influyente de la grasa respecto a

los demas componentes.

ES Y ESD. Esta influencia que ejerce la grasa, también se refleja en el porcentaje
de sdlidos totales 6 extracto seco; por lo tanto, una disminucion en el contenido de
materia grasa, reduce los valores de extracto seco y extracto seco desengrasado®,
hecho que es claramente corroborado con los resultados obtenidos, puesto que
las leches que presentaron mayores valores de ES y ESD (11,88-12,15 % y 8,34-

9,01 %, respectivamente), fueron las leches enteras; las que presentaron un valor

* CALDERON, A; RODRIGUEZ, V y VELEZ, S. Evaluacién de la calidad de leches en cuatro procesadoras de quesos en el

Municipio de Monteria, Colombia. MVZ Cérdoba. Vol 12. 2007. p. 912-920

88



intermedio (10,06-10,80 % y 8,45-9,00 %, respectivamente), fueron las leches se-
midescremadas y las descremadas presentaron menores porcentajes (8,50-9,26
% y 8,50-9,16 %, respectivamente). De igual manera, segun el analisis estadistico
(Kruskal Wallis), se presentaron diferencias significativas entre las leches de cada

grupo, la descripcién de la prueba se reporta Anexo II.

Respecto a los valores minimos establecidos por la norma (seccién 2.3.1) para ES
y ESD, la mayoria de las leches analizadas cumplen con la legislacion; sin
embargo, dentro del grupo de las leches enteras, la CEV y la PEFeV, presentaron
un alto valor de ES (12,15 y 11,95 % respectivamente) y ESD (9,01 y 8,98 %,
respectivamente). Estas fluctuaciones son posibles debido al alto contenido de
otros componentes diferentes a la grasa, como pueden ser las proteinas,
azlcares, sales minerales y vitaminas*, pues para los tres casos, la grasa esta
cumpliendo con su valor establecido. En el Anexo I, puede observarse cOmo estas
leches presentan porcentajes considerables de Na, Ca y de vitaminas, que

estarian aportando al valor de extracto seco.

Proteina. El porcentaje de proteina calculado para las leches analizadas, estuvo
comprendido en el rango de 2,41-2,73 % presentando algunas diferencias entre
ellas (Prueba de Kruskal Wallis, Anexo Il). Como se observa en las tablas 18, 19 y
20, la mayor variabilidad composicional a nivel general, la exhibi6 el porcentaje de
proteina el cual esta por debajo del valor minimo (3,0)%° establecido en la literatura
y casi en general, al reportado en la informacion nutricional de las leches

analizadas (Anexo ).

Las leches que reportan en la tabla nutricional valores inferiores a 3,0 y similares a
los obtenidos experimentalmente son: ApSV, ApSCaV, ApSMV, SFSD, ApSD,
ApD y ApDD. Esto es posible en la mayor parte de los casos, a los procesos de
industrializacion para el enriquecimiento con minerales como Na, Ca, Fe, Py Zn

adicionados a estas leches, puesto que tienen efectos negativos sobre el valor
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nutritivo de las proteinas; a veces se dan reacciones desfavorables, habitualmente
en la estructura primaria, con una disminucion del contenido en aminoacidos
esenciales o formacién de derivados antinutritivos® °. Tratamientos térmicos como
la esterilizacion, a temperaturas de 115 °C, acarrean la liberacién parcial de sulfuro
de hidrogeno procedente de residuos de cisteina y cistina, cierta desfosforilizacion
de restos de serina y una disminucién de la disponibilidad de lisina®. Partiendo de
este antecedente y sumando el hecho de que la no homogeneidad de las proteinas
dificulta su determinacién'#, se considera entonces que los resultados estan
sujetos a las variaciones presentadas en los aminoacidos, e inducidas por el

calentamiento a 130 °C.

Aunque las micelas de caseina son notablemente estables a temperaturas de
hasta 140 °C, las proteinas del lactosuero son relativamente termolabiles, sufriendo

una intensa desnaturalizacion a 80 °C13,

Las proteinas del suero contienen aminoacidos azufrados muy labiles al calor y las
temperaturas de pasterizacion pueden desnaturalizar una fraccion de ellas con la
consecuente produccién de grupos sulfhidrilos muy reactivos, que a su vez actian
como antioxidantes. Su desnaturalizacion es relativamente facil, ya que su
conformacion globular es rapidamente destruible debido a su alto contenido de
aminoacidos azufrados, acomparfiada por la liberacion de grupos sulfhidrilo. Estos
se producen cuando la proteina se desdobla y los expone abiertamente, de tal
manera que son facilmente hidrolizables o bien provienen del rompimiento de los

enlaces disulfuro?.

Los cambios quimicos de las proteinas catalizados por el calor son muy variados y
dependen basicamente de la susceptibilidad de sus diferentes aminoacidos. Desde
el punto de vista de la nutricion, la pérdida de aminoacidos indispensables, es tal
vez el mayor dafio que le puede suceder a las proteinas, ya que repercute en una

disminucién del valor nutritivo del producto en el momento del consumo®* 3,
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Cenizas. Otro de los parametros determinados y que no se encuentra establecido
por la norma, es el porcentaje de cenizas, el cual se encontré en un rango de 0,71
a 0,75 %, 0,74 a 0,81 % y 0, 71 a 0,78 % para las leches enteras, semidescre-
madas y descremadas, respectivamente. Respecto a estos rangos y la diferencia
en el tipo de leche, no se encuentra una diferencia significativa entre ellos y
respecto a las leches del conjunto de las enteras; sin embargo para las leches
analizadas en los grupos de las semidescremadas y las descremadas, si se
presentaron diferencias significativas (Prueba de Kruskal Walllis para cenizas,
Anexo 1), lo cual indica que no es un parametro dependiente del contenido de

grasa.

De acuerdo con el rango reportado en la literatura (0,71 a 0,75 %), solamente las
leches enteras estarian cumpliendo con el rango establecido, aun existiendo una
leche enriquecida con hierro (PEFeV) para la cual se esperaria un mayor
porcentaje, como en el caso de las leches ApSCaV, ApSMV y ApD; sin embargo,
para estas tres ultimas leches, es posible atribuir su elevado y significativo valor de
cenizas, a los considerables porcentajes de Fe, Ca, Zn, Na y P, con que han sido

enriquecidas (Anexo ).

Finalmente, este diagnostico preliminar, permitio verificar la calidad de las leches
analizadas y por consiguiente, el cumplimiento de las normas legislativas, respecto
a la composicibn minima que debe presentar una leche UHT apta para el

consumo.

5.4 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA DETERMINACION DE LACTULOSA

Ya caracterizadas las 21 muestras de leches comerciales, se continué con la

optimizacién del método espectrofotométrico que permitio la determinacién sencilla
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y confiable de lactulosa, mediante la adecuada eleccién de la longitud de onda y
del método de cuantificacion.

Sin embargo, previamente a la determinacion de lactulosa en las leches
comerciales analizadas, se llevd a cabo la calibracion de los equipos THERMO
GENESYS 6 e INTRALAB DMS-100, con el fin de obtener datos confiables y

reproducibles.

5.4.1 Calibracién de los espectrofotometros: la calibracion realizada a los
espectrofotometros UV-visible, establecié el grado de error de la sefial obtenida
con cada equipo, ya que los patrones de dicromato empleados, tienen una
magnitud de absorcién exactamente conocida (373 nm), la cual permanecio
constante en cada ensayo, permitiendo la obtencién de curvas de calibracion con
muy buenas linealidades, tales como, r=0,99998 y r=0,99997 para el equipo
THERMO GENESYS 6 e INTRALAB DMS-100, respectivamente.

Los resultados obtenidos durante la calibracion con 6xido de holmio en el equipo
INTRALAB DMS-100, mostré espectros con picos agudos caracteristicos en este
tipo de celda con longitudes de onda de (637,5, 536,4, 453,4, 418,5, 360,8, 287,6 y
279,3 nm). En algunos casos, se presentaron variaciones de +1,0 nm, pero estos

son valores permitidos dentro de la calibracion con esta celda.

5.4.2 Eleccion de longitud de onda: se realizo un barrido en la region visible con
dos concentraciones diferentes de patrones de lactulosa, alcanzandose un maximo
de absorcion a 425 nm en el espectrofotometro THERMO GENESYS 6 y de 423,1
nm en el espectrofotometro INTRALAB DMS-100, como se muestra en la figura 12.

Sin embargo, para establecer un punto de comparacion entre las sensibilidades
(cambio de absorbancia por unidad de concentracién) de ambos equipos y
considerando el hecho de que toda absorcién ocurre sobre un rango de longitudes

de onda alrededor de un maximo discernible*?, se dispuso como condicién de
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trabajo para las mediciones de absorbancia espectrofotométricas, una longitud de

onda de maxima absorbancia a 425 nm.
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Figura 12. Espectros de absorcién de lactulosa de concentraciones de 3,0
mg/mL y 15,0 mg/mL. a) Espectrofotometro INTRALAB-DMS-100 y
b) Espectrofotometro THERMO GENESYS 6
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Los espectros de la figura 12, verifican la proporcionalidad existente entre la
concentracion de lactulosa y la absorbancia postulada segun la ley de Beer, e

igualmente, presentaron buena resolucion.

Adicionalmente, se comprobd si la estructura de la molécula obtenida de la
reaccion de Claisen-Schmidt entre la antrona y el producto de deshidratacion del
carbohidrato, correspondia a la especie absorbente a una longitud de onda de 425
nm; para esto, se realiz6 un analisis tedrico acerca de la posicién del maximo de
absorcion y este tratamiento tedrico se realizd con base a las reglas de
Woodward-Fieser*3. El resultado fue una longitud de onda maxima a 432 nm (Ver
tabla 21). Comparando esta longitud tedrica con la longitud de onda experimental
(425 nm), se infiere un desplazamiento de esta Ultima hacia longitudes de onda
mas cortas, cuyo desplazamiento estd asociado con las transiciones n—m*,
conocidas como desplazamiento hipsocromico, el cual es ejercido por el efecto

polar del solvente®,
El efecto hipsocromico surge aparentemente, de una mayor solvatacion del par de

electrones no enlazantes de la cetona a,B-insaturada involucrada en la estructura

(Ver figura 7), solvatacion que disminuye la energia del orbital n8.
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Tabla 21. Longitud de onda teérica segun las reglas de Woodward — Fieser®?

SISTEMA BASE: Enona aromatica en anillo de seis miembros
(0]

215

Extension por doble enlace conjugado adicional (+30) 150

(Ver figura 7)

Componente homodieno (+39)

\\_// 39

Residuo de anillo, posicion a (+10)
(Ver figura 7) 10

Sustituyente alquil, posicién y (+18)

Ho/k@/\ OH 18

A maxima absorcion calculada (nm) 432

5.4.3 Método de cuantificacion: la cuantificacion de la lactulosa presente en las
muestras de leche se realizd mediante curva de calibracién preparando seis
soluciones del patrén (0,07, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7 y 1,0 mg/mL). De cada solucién se
registraron cinco lecturas de absorbancia y la medicion se llevd a cabo de menor a
mayor concentracion. En la figura 13 se presentan las curvas de calibracion para

cada equipo.
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THERMO GENESYS 6, b) INTRALAB — DMS 100

Curvas de calibracion para la determinacion de lactulosa: a)

5.5 PUESTA A PUNTO DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION
DE LA LACTULOSA

Una vez seleccionada la longitud de onda donde se presentd la mayor sensibilidad

(cambio en la absorbancia por unidad de concentracién) de las mediciones

espectrofotométricas, se procedié a optimizar las condiciones particulares del
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laboratorio y los parametros confirmaron la confiabilidad de los resultados

obtenidos. Dichos parametros se enuncian a continuacion.

5.5.1 Linealidad: se evalu6 la linealidad en cada equipo, a partir de dos curvas
patrén de lactulosa comprendidas en el rango de concentraciones de 0,07 a 1,0
mg/mL, y abarcaron los niveles de lactulosa encontrados en las muestras de leche
analizadas. Las gréaficas de absorbancia promedio (A) con su respectiva
concentracion (X), se les realiz6 un analisis por regresion lineal, que dio lugar a las

siguientes ecuaciones:
THERMO GENESYS 6: A = 0,0483X — 0,0023 (Ecuacion 10)
INTRALAB — DMS 100: A = 0,0458X —0,0012 (Ecuacion 11)
con un coeficiente de linealidad de r = 0,9996 y r = 0,9957, respectivamente.
Estas rectas y los coeficientes de correlacion obtenidos, reflejan la respuesta lineal
del método analitico en el rango de concentraciones trabajadas. Sin embargo, para
corroborar dicha linealidad, se aplicé un test estadistico para n-2 grados de libertad

y un 95 % de confianza, con el cual se encontrd una correlacion lineal significativa

para ambos equipos ya que tcalculada > ttabulada.

THERMO GENESYS 6: 70,894 >> 2,772
INTRALAB — DMS 100: 21,598 >> 2,772

5.5.2 Precision
5.5.2.1 Repetibilidad del método: la repetibilidad del método completo (incluida la

preparacion de la muestra hasta el andlisis por la técnica), fue determinado

midiendo diez alicuotas de una muestra de leche ApSCaV y diez alicuotas de dos
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soluciones patrén de lactulosa (0,1 y 0,3 mg/mL), durante diez dias consecutivos,

obteniéndose los datos que se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Repetibilidad del método de la lactulosa, usando los equipos
THERMO GENESYS 6 e INTRALAB - DMS 100

THERMO GENESYS 6 INTRALAB DMS - 100

DIA ApSCaV 0,1 mg/mL 0,3 mg/mL ApSCaV 0,1 mg/mL 0,3 mg/mL
1 0,007 0,003 0,012 0,007 0,005 0,013
2 0,007 0,003 0,011 0,006 0,004 0,012
3 0,007 0,003 0,012 0,006 0,004 0,012
4 0,007 0,003 0,013 0,006 0,004 0,013
5 0,007 0,003 0,012 0,006 0,004 0,011
6 0,006 0,003 0,012 0,006 0,004 0,013
7 0,006 0,003 0,012 0,006 0,004 0,012
8 0,007 0,003 0,011 0,006 0,004 0,012
9 0,007 0,004 0,011 0,006 0,004 0,011
10 0,007 0,003 0,012 0,006 0,004 0,012
A 0,007 0,003 0,012 0,006 0,004 0,012
S 0,0004 0,0003 0,0006 0,0003 0,0003 0,000~
ts

W 0,0002 0,0002 0,000z 0,000 0,000 0,0004

DSR (%) 5,7 10 5,0 5,0 7,5 5,8

* Nivel de confianza para el valor de t es 90%

Teniendo en cuenta que la complejidad de la matriz en el analisis de fluidos
biolégicos no permite obtener una DSR < 2%, resultan apropiadas DSR de 5 a
10%, 6 mayores®®. Como se observa en la tabla 22, las DSR calculadas, ingresan
dentro de este rango apropiado, siendo del 5,7 y 5,0 % para la muestra ApSCaV

de concentracion 1,8 mg/mL y para los patrones de 0,1y 0,3 mg/mL, 10y 5,8 %.
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El conjunto de estos resultados permiten concluir que la precision del método,
incluida la preparacion de la muestra y el analisis por espectrofotometria, es
adecuada para la obtencion de datos repetitivos para la determinacion de lactulosa
en leches, a partir de la concentracion de 0,1 mg/mL.

De igual manera, se realiz6 un analisis de significancia, para conocer si los valores
de absorbancia dependen significativamente del equipo utilizado; el analisis reporto
tanto para la muestra como para las concentraciones de 0,1 y 0,3 mg/mL, valores
de t calculados, inferiores a t tabulado para 9 grados de libertad, indicando que no
existen diferencias significativas entre los datos obtenidos en ambos equipos, para

una misma concentracion. La descripcion del andlisis se encuentra en el Anexo |l

5.5.2.2 Repetibilidad &6 precision espectrofotométrica: la repetibilidad 0
precision espectrofotométrica, se establecié mediante lecturas repetidas (N=5) de
la absorbancia de los patrones (0,1 y 0,3 mg/mL) y de la muestra de leche ApSCaV

en diferentes dias. Los resultados se encuentran tabulados en la tabla 23.
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Tabla 23. Repetibilidad espectrofotométrica de la lactulosa, usando los

equipos THERMO GENESYS 6 e INTRALAB - DMS 100

THERMO GENESYS 6 INTRALAB DMS - 100

DIA ApSCaV 0,1 mg/mL | 0,3 mg/mL ApSCaV 0,1 mg/mL | 0,3 mg/mL
1 0,006 0,004 0,012 0,006 0,004 0,012
2 0,006 0,004 0,012 0,006 0,003 0,012
3 0,005 0,003 0,012 0,005 0,003 0,010
4 0,005 0,003 0,011 0,004 0,002 0,010
5 0,005 0,002 0,011 0,004 0,002 0,010
A 0,005 0,003 0,012 0,005 0,003 0,011
S 0,000s 0,000s 0,000s 0,001, 0,000s 0,001,

ts . 0,0004 0,000~ 0,0004 0,000 0,000~ 0,0009

JIN

DSR (%) 10,0 26,6 4,2 20,0 26,6 9,1

* Nivel de confianza para el valor de t es 90%

En la tabla 23 se muestra de manera general, que en ambos equipos, la desvia-
cion estandar relativa obtenida para determinar precision espectrofotométrica con
el patron de concentracion 0,1 mg/mL es bastante alta, Esto lleva a concluir que
posiblemente su cercania a la minima concentracion cuantificable bajo las
condiciones establecidas del método analitico le confiere una variabilidad
considerable en su medida. Por otra parte, también es posible observar que la
precisién es mas razonable y aceptable para la muestra de leche ApSCaV con una
concentracion de lactulosa de 1,8 mg/mL y el patron de concentracion 0,3 mg/mL,

en los dos equipos.

5.5.3 Sensibilidad: con el fin de conocer la sensibilidad del método analitico para
la determinacion de lactulosa en las muestras de leche comerciales, se determino
el limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC), siguiendo el mismo

procedimiento reportado en el apartado 4.6.3. De las diez réplicas hechas al
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blanco y a las concentraciones mas bajas (0,07, 0,1 y 0,3 mg/mL), se obtuvieron
respectivamente, valores de absorbancia promedio de 0,000z, 0,001, 0,003 y 0,012
en el equipo THERMO GENESYS 6 y 0,000z, 0,001, 0,004 y 0,012 en el equipo
INTRALAB DMS-100, respectivamente.

Al cociente calculado, del promedio de cada patron entre el promedio del blanco,
se le analiz6 la relacién sefal/ruido correspondiente al LD y al LC; los valores
obtenidos del analisis para cada patron fueron promediados para obtener LD y LC,
con sus respectivas desviacion estandar, intervalo de confianza y desviacion
estandar relativa, siendo esta ultima del 33,344,4 % para el LD en el equipo
THERMO GENESYS 6 e INTRALAB DMS-100 y del 59,0 y 73,7 % para el LC,

respectivamente para cada equipo.

A continuacion, en la tabla 24 se muestran los limites de deteccion y de

cuantificacion calculados para el método.

Tabla 24. Limite de deteccién (LD) y cuantificacién (LC). Equipos THERMO
GENESYS 6 e INTRALAB DMS - 100

EQUIPO LD s RSD LC ts | RSD
mgmL) | s | IN | @) | mgmL) | s | IN | ()
THERMO
GENESYS
6 0,026 |0012| 0,020 | 444 | 0083 | 0,049 |0,082| 59,0
INTRALAB
DMS-100 0,026 |0012| 0,020 | 444 | 0080 | 0,052 |0,087| 73,7

* Nivel de confianza para el valor de t es 90%
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El limite de deteccién obtenido fue de 0,026 mg/mL para el equipo THERMO
GENESYS 6 e INTRALAB DMS-100, calculados como la cantidad necesaria para

obtener una relacién sefal/ruido de 3.

El limite de cuantificacion obtenido fue de 0,083 mg/mL para el equipo THERMO
GENESYS 6 y 0,080 mg/mL para el equipo INTRALAB DMS-100, calculados

como la cantidad necesaria para obtener una relacién sefal/ruido de 10.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la diferencia en cuanto a sensibilidad de los
equipos, no es significativa; hecho que puede ser corroborado con el analisis de
varianza reportado en la seccion 5.2.2.1 y descrito en el anexo Il; donde p>0,05,
indicando que el valor de absorbancia no difiere significativamente de un equipo a
otro.

Por otra parte, el resultado del limite de cuantificacion (0,08 mg/mL en los dos
equipos) y los altos porcentajes de DSR, soportan la idea que se tenia respecto a
la alta dispersion presentada por la concentracion 0,07 mg/mL; donde se estimaba
una posible cercania de la concentracion con el limite de cuantificacion, y los
resultados estan reportando que dicho limite se encuentra por encima de esta

concentracion, lo cual justifica la variabilidad en las medidas.

5.5.4 Exactitud del método. Para conocer la concordancia entre el valor medido y
el valor aceptado como referencia (curva de calibracidn), se evalué la exactitud en
términos del porcentaje de recuperacion de la lactulosa. Para ello, se emple6 una
muestra de leche (PS) y una solucion patrén de 0,1 mg/mL, a las cuales se les
agrego cierta cantidad conocida de una solucion patrén de mayor concentracion

(1,0 mg/mL). Los datos se resumen en la tabla 25.
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Tabla 25. Porcentaje de recuperaciéon de la lactulosa por espectrofotometria

UV-visible. Equipos THERMO GENESYS 6 e INTRALAB DMS - 100

CANTIDAD
CANTIDAD CANTIDAD RECUPERADA+s | RECUPERACION ts
MUESTRA & INICIAL ARADIDA DSR (%) DSR (%)
PATRON EQUIPO mg (%)
THERMO 0,64 +£0,01 90,8+1,2
GENESYS 6 0,5 10,0 1,6 1,3
INTRALAB 0,66 = 0,01 93,1+15
PS DMS - 100 0,5 10,0 15 1,6
THERMO 0,66 + 0,00 94,2 + 0,00
GENESYS 6 0,5 10,0 0,0 0,0
INTRALAB 0,67 £0,01 96,0+1,5
0,1 mg/mL DMS - 100 0,5 10,0 1,4 1,6

Los porcentajes de recuperacion de lactulosa obtenidos, fueron de 90,8 y 94,2 %
respectivamente, para la muestra de leche PS y el patron en el equipo THERMO
GENESYS 6, y de 93,1 y 96,0 % respectivamente, para la muestra de leche PS y
el patrén en el equipo INTRALAB DMS-100, esto indica que junto con los bajos
DSR calculados para las cinco medidas, la exactitud del método analitico
empleado permite recuperar un porcentaje considerable del carbohidrato. Adicio-
nalmente, estos valores estdn por encima de las consideraciones habituales y
aceptadas para el analisis de fluidos bioldgicos, considerados matrices complejas,
donde se han encontrado valores entre el 60 y 80 % de recuperacion®; esta
ventaja indica que son resultados 6ptimos para determinar lactulosa por este

método analitico.

5.6 ESTABILIDAD DE LA LACTULOSA

Se determiné el tiempo y condiciones bajo las cuales, una muestra preparada

puede ser reproducible. A continuacion, los resultados se indican en la tabla 26.
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Tabla 26. Datos de estabilidad de patrones de lactulosa de concentraciones
0,07, 0,1y 0,3 mg/mL y de una muestra de leche (ApSCaV) en diferentes dias.
Equipo THERMO GENESYS 6 e INTRALAB DMS - 100

THERMO GENESYS 6 INTRALAB DMS-100
DIA 0,07 0,1 0,3 0,07 0,1 0,3
ApSCaV | mg/mL | mg/mL | mg/mL | ApSCaV | mg/mL | mg/mL | mg/mL
1 0,006 0,001 0,004 0,012 0,006 0,001 0,004 0,012
2 0,006 0,001 0,004 0,012 0,006 0,001 0,003 0,012
3 0,005 0,001 0,003 0,012 0,005 0,000 0,003 0,010
4 0,005 0,000 | 0,003 | 0,011 0,004 0,000 | 0,002 | 0,010
5 0,005 0,000 | 0,002 | 0,011 0,004 0,000 | 0,002 | 0,010
6 0,004 0,000 | 0,002 | 0,010 0,004 0,000 | 0,001 | 0,009
7 0,004 0,000 | 0,001 | 0,010 0,003 0,000 | 0,000 | 0,009
8 0,004 0,000 0,001 0,009 0,003 0,000 0,000 0,008
9 0,004 0,000 ND 0,008 0,003 0,000 0,000 0,008
10 0,003 0,000 0,001 0,008 0,002 0,000 0,000 0,007
A 0,005 ND 0,002 | 0,010 0,004 ND 0,002 | 0,010
S 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,002
DSR
(%) 20,0 -- 50,0 20,0 25,0 -- 50,0 20,0

La alta dispersion de las medidas respecto a su valor medio, advierten acerca de
una posible degradacion de lactulosa bajo las condiciones experimentales y de
almacenamiento trabajadas, al transcurrir un tiempo de tres dias segun los
resultados. La tendencia que presentan estas soluciones al ser estables durante

este corto tiempo, se representa en la figura 14.
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Figura 14. Estabilidad en la concentracién de lactulosa respecto al tiempo: a.
THERMO GENESYS 6, b. INTRALAB DMS-100

La tendencia que se muestra en las graficas, con respecto a la pérdida de lactulosa
durante diez dias consecutivos, corrobora la dispersion de los datos y permite
concluir que la obtencion de datos confiables para la estimacién de lactulosa en

leches liquidas, puede hacerse durante los dos primeros dias de
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preparada la muestra, mientras se almacene en un vial de vidrio con tapa rosca,
selladas herméticamente y a una temperatura de 4°C. La manipulacion de la
muestra debe hacerse lo mas rapido posible, para evitar la volatilizacion del
metanol y por consiguiente el aumento en la concentracion de lactulosa,

generando asi datos erréneos.

5.7 EXTRACCION DE LACTULOSA Y OBTENCION DEL COMPLEJO
ABSORBENTE

Para llevar a cabo la determinacion de lactulosa en muestras de leche, las cuales
implican un grado de complejidad de la matriz, y considerando que la metodologia
empleada (Esquema 2) habia sido aplicada anteriormente a mezclas preparadas
de lactosa-lactulosa, fue necesario adaptar una extraccion de la mezcla de
carbohidratos en las leches a analizar. Para ello, nos basamos en la metodologia
empleada en cromatografia de gases®’ (seccién 4.8.1), la cual, gracias a estudios
también realizados con anterioridad, se garantizo que la relacion 1:10 de leche en
metanol era Optima para conseguir la completa precipitacion de la grasa y la
fraccidn proteinica de la leche, debida a la alta solubilidad que presenta la lactosa y
la lactulosa en alcoholes*l. Sin embargo, como se indica en la secciéon 4.8.1, se
requirio prolongar el tiempo de reposo en la nevera hasta el dia siguiente (24
horas), para evitar la volatilizacion del metanol y conseguir la precipitacion

completa de las proteinas.

De igual manera, considerando que el método de la antrona es un método apto
para determinar diferentes carbohidratos por simple variacion en la concentracion
del acido y de la temperatura de calentamiento?®, se requirié la optimizacion de
dichas variables para la determinacion especifica de lactulosa. Para ello, se
realizaron varios ensayos utilizando diferentes concentraciones del patron de
lactulosa (1,0, 5,0 y 8,0 mg/mL) y a determinadas condiciones de laboratorio, se

observdé que la falta de refrigeracion durante la preparacion de la mezcla de
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reaccion y la excesiva temperatura del bafio en ebullicion (98-97°C), formaban
complejos de color diferente (verde 6 amarillo intenso) al color esperado (amarillo-
naranja) por la presencia de cetohexosas®’, y por consiguiente, se observé un
desplazamiento de la longitud de onda que se esperaba hallar (427 nm). A
continuacion, en la figura 15, se presentan algunos espectros que representan

estos resultados inesperados.

0,40
0,35 A
0,30 -

0,25 - —— 1 mg/mL
0,20 A ——5 mg/mL

Absorbancia

0,15 ~ 8 mg/mL

0,10 -
0,05 -

0,00 [T~

395 445 495 545 595 645
Longitud de onda (nm)

Figura 15. Desplazamiento de longitud de onda de la especie absorbente

Una vez completado el procedimiento con el bafio de agua fria durante la
preparacion de la mezcla y optimizada la temperatura del bafio en ebullicion (94
°C), se consiguiod la formacion de un color amarillo-naranja que absorbia alrededor
de los 427 nm teodricos. Adicional a esto, se tomoé la precaucion de emplear la

antrona recién preparada y proteger de la luz la mezcla de reaccién.
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5.8 APLICACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA
ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE LACTULOSA EN MUESTRAS DE
LECHE COMERCIALES

Una vez puesto a punto el método analitico, se determind la concentracion de
lactulosa en muestras de leche UHT comerciales. El contenido de este indicador

de calidad en cada una de las muestras analizadas, se expone en la tabla 27.
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Tabla 27. Contenido de lactulosa leches liguidas

ultrapasteurizadas (UHT). Equipo THERMO GENESYS 6 e INTRALAB DMS-100

(mg/mL) de

THERMO GENESYS 6 | INTRALAB DMS-100
MUESTRA DE LECHE LACTULOSA (mg/mL)
LECHES ENTERAS
ALE 17 1,1
CEV 1,3 0,9
PEFeV 1,7 1,3
LECHES SEMIDESCREMADAS
PS 0,7 0,5
PSOV 11 0,7
CSV 1,6 1,7
SFS 1,1 0,7
ApSV 15 1,3
ApSCaV 1,9 1,8
ApSMV 3,2 3,1
PSD 0,9 0,7
SFSD 1,1 0,9
ApSD 0,9 0,7
AISDF 0,9 0,7
CSDV 0,7 0,5
LECHES DESCREMADAS

ApDF 6,8 7.2
CDV 1,1 0,7
ApD 0,9 0,7
AIDF 1,9 1,1
PDD 0,9 0,5
ApDD 0,9 0,7

a Esta concentracion fue calculada con base a la curva de calibracién plantada en este estudio, pero debe considerarse
como no confiable ya que corresponde a la minima concentracion de la curva, que se encuentra por debajo del limite de

cuantificacion del método.

Como se observa en la tabla 26, en todas las 21 muestras de leche UHT
comerciales analizadas, el contenido de lactulosa vario considerablemente dentro
de un amplio rango desde 0,7 a 6,8 mg/mL en el espectrofotometro THERMO
GENESYS 6 y de 0,5 a 7,2 mg/mL en el espectrofotometro INTRALAB DMS-100,
presento en este Ultimo equipo, valores bajos de concentracion que el
espectrofotometro THERMO GENESYS 6. Esta variacion dentro de los respectivos
rangos, puede deberse a las diferentes condiciones de los procedimientos a los

cuales estan sujetas las leches en las diferentes industrias.
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Observando la tabla 26, puede notarse que de las concentraciones de lactulosa de
las muestras comerciales analizadas ninguna fue afectada por el contenido de la
grasa, el cual vario en un rango de 0,00 a 3,50 %, segun la caracterizacion fisico-
quimica realizada con anterioridad (seccién 5.3). Este resultado concuerda con los
estudios previos (Berg, 1993; Andrews, 1984; Geir y Klostermeyer, 1983)¢,
realizados a leches calentadas a una temperatura de 110-150 °C (U.H.T indirecto)
y con diferente contenido de grasa, valores comprendidos entre 0,1, 1,5, 3,0, 4,2 6
4,6 %, donde los resultados, no mostraron influencia significativa del contenido de
grasa sobre las reacciones de degradacion de lactosa® 44, Para este trabajo el
analisis estadistico reporta que no existe diferencia significativa entre el contenido
de lactulosa y el contenido de grasa en las leches analizada (p = 0,117 en
THERMO GENESYS 6y p = 0,194 en INTRALAB DMS-100, Anexo II).

Un factor que afecta la formacién de lactulosa, es la concentracion de lactosa
presente en la leche?’, ya que una reduccion de este sustrato, limita la reaccion de
degradacion del mismo, implicando una menor formacion de lactulosa. Este hecho
es claramente observado en la tabla 26, donde las leches deslactosadas
(independientemente del contenido de grasa), sometidas a procesos especiales
para transformar la lactosa en unidades monoméricas, por accién de la enzima
Lactasa, presentaron una menor concentracion de lactulosa con respecto a las

leches cuyo contenido de lactosa esta alrededor de 9,36 a 10,0 g (Anexo ).

Sin embargo, para este caso, el aspecto relevante es el tratamiento térmico al que
se sometio la leche, es decir la Ultrapasteurizacion a 132 °C durante 2 a 4 s,
debido a que la formacion de lactulosa procedente de la isomerizacion de lactosa,

toma lugar por efecto del tratamiento térmico al que es sometida la leche.
Otros factores que afectan la reaccion de isomerizacion de la lactosa son el pH y la

concentracion de fosfatos, pero es importante resaltar la relacién entre ellos, antes

de aclarar su efecto sobre la formacién de lactulosa. La adicion de fosfatos a la
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leche aumenta el contenido de lactulosa, pero este efecto es atribuido en realidad
al pH, ya que este también aumenta con la adicion de fosfatos, catalizando asi la

reaccion de isomerizacion de la lactosa?’.

En la fortificacion de leches con materias salinas, la adicion de fosfatos juega un
papel muy importante en la estabilidad de la leche, principalmente en las caseinas,
ya que ésta se ve afectada por la presencia de cationes como el calcio* 2. Esta
razon seria Optima para justificar el alto contenido de lactulosa (3,2 y 3,1 mg/mL)
en la muestra ApSMV, pues se ha enriquecido con este catién, sin embargo el
valor de pH que presenta (6,602) no es considerado alto para provocar un aumento
de la reacciébn de isomerizacion, lo cual lleva a descartarla y considerar la
influencia del enriquecimiento con hierro, ya que generalmente la fortificacién con
sales férricas (ortofosfato férrico, pirofosfato sodico-férrico) requiere que se
aumente alrededor de 10 °C, la temperatura de calentamiento, para inactivar la
enzima lipasa, protegiéndola de su desnaturalizacion térmica®. Este aumento en la
temperatura de pasteurizacion, si implicaria la mayor formacion de lactulosa en la
muestra ApSMV, al igual que en las muestras PEFeV y ApSCaV, también
enriquecidas con hierro (Anexo |) y cuyos contenidos en lactulosa, también
presentan porcentajes relativamente altos (1,7 y 1,9 mg/mL respectivamente en el
equipo THERMO GENESYS 6, y 1,3 y 1,8 mg/mL respectivamente en el equipo
INTRALAB DMS-100).

La influencia del contenido de proteina sobre las reacciones de degradacion de la
lactosa, también han sido objeto de estudio. Para leches tratadas a una
temperatura de 120 y 130 °C, no se establecio influencia de estas sobre la
formacion de lactulosa, mientras que a 140 y 145 °C fue notorio un fuerte efecto,

siendo la formacién de lactulosa méas alta a mas baja concentracion de proteinas®.

Teniendo en cuenta este efecto relacionado con la temperatura y el hecho de que

la lactulosa puede formarse por accion del calor como lactulosa libre o como
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glicosilamina®, en esta oportunidad se considera favorecida la formaciéon de
lactulosa libre, puesto que la condensacion con los grupos -amino de residuos de
la lisina es factiblemente muy baja, debido al poco porcentaje de proteina

presentado a nivel general en las muestras de leche analizadas (seccion 5.3).

La muestra ApDF que presenté mayor contenido de lactulosa (6,8 y 7,2 mg/mL,
respectivamente en cada equipo), es una leche adicionada con fibra soluble
(pectina no viscosa O carboximetilcelulosa, CMC). Normalmente las fibras
adicionadas a la leche generan viscosidad en ella y estan constituidas
principalmente por monosacaridos como la glucosa, que podrian estar
interactuando con las proteinas y favorecer la formacién de lactulosa libre.
Adicionalmente, esta leche presenta, segun la informacién nutricional de su

etiqueta, la mayor cantidad de lactosa con respecto a las demas leches.

A nivel general, los niveles de lactulosa encontrados en las muestras de leche
analizadas, permitieron deducir que los tratamientos térmicos utilizados en nuestro
pais son mas eneérgicos de lo que tedricamente se esperaria en comparacion con
los niveles establecidos por la comunidad Europea. Esto es posible no solo por la
alta tecnologia desarrollada en dichos paises para todo el proceso de tratamiento
de leche incluyendo cuidado de ganado, ordefio, manipulacion, transporte, entre
otros, sino también porque precisamente estos procedimientos en Colombia

podrian estar careciendo de un control de calidad.

En la tabla 28, se presenta una relacion de los niveles encontrados en diferentes
estudios, incluyendo las condiciones térmicas del tratamiento y evidenciandose la
tendencia que muestra el tratamiento térmico de la leche UHT en Colombia, al

presentar una mayor severidad que otros.
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Tabla 28. Niveles de lactulosa encontrados en leches UHT y esterilizada en
diferentes estudios

Lactulosa Lactulosa TRATAMIENTO
(mg/mL) (mg/mL) Y TRATAMIENTO Y
LECHE LECHE TECNICA DE TEMPERATURA TEMPERATURA
ESTUDIO UHT ESTERILIZADA ANALISIS UHT ESTERILIZACION
UAI 0,5-1,8 Espectrofotometria | 132°C de 2-4 s
ANDREWS?” | 0,15-0,72 0,69-1,20 Enzimatico No reportado No reportado
Test (BM) Roche- 130-140°C
Boehringer 110-120°C de 10 a
BELGA?® <0,6 0,6 Mannheim 135°Cals 20 min
0,31-0,57 0,78-1,84 CG No reportado No reportado
MADRID#® 0,27-0,46 0,72-1,88 CLAR No reportado No reportado

Posiblemente, la severidad de los tratamientos térmicos a los que se somete la
leche en Colombia, se deba a la baja calidad microbiologica de la leche cruda
adquirida como materia prima para el procesamiento, lo cual resulta menor en
comparacion con leches espafolas y europeas. Por tanto, una elevada carga
microbiana implicaria que las leches fueran sometidas a un tratamiento térmico
cercano o igual a las condiciones de esterilizacion, y esto estaria corroborando el
menor porcentaje proteico (seccion 5.3) encontrado en todas las leches respecto al
qgue en teoria cabria esperar. De igual manera, podria atribuirse a este hecho la
pérdida de vitaminas y otros componentes, y por consiguiente la creciente
necesidad de la industria lactea por elaborar constantemente leches fortificadas y

adicionadas en la actualidad.

Por otra parte, es posible observar que la adicién de vitaminas, no muestra mucha
influencia en el contenido de lactulosa calculado, debido a que en la mayoria de los
casos, las vitaminas adicionadas son liposolubles (A, D y E) y constan de una
estructura quimica basica formada por la condensacion de moléculas de isopreno

gue se encuentran interaccionando con la fase lipidica y vitaminas hidrosolubles,
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constituidas por anillos heterociclicos, cuyas estructuras no estan involucradas con

las reacciones de degradacion de la lactosa®.

Con base en todo lo anterior, se puede afirmar que en el contenido de lactulosa,
influye la intensidad del tratamiento térmico, asi como, el contenido de lactosa; de
ahi, la importancia de calificar a la lactulosa como un indice valido para diferenciar
entre leches segun el tratamiento térmico aplicado y como una medida de control
de los dafios causados por dicho tratamiento.

Considerando los altos niveles de lactulosa obtenidos en las muestras de leche
analizadas, podria pensarse en un efecto toxico o de otra indole en el momento de
consumir la leche UHT, puesto que se han reportado algunos desordenes
gastrointestinales con dosis superiores a los 13 g diarios?’, pero realmente no se
genera un efecto adverso; por el contrario, su incorporaciéon medicada con una

dosis de 20 a 40 g diarios a la dieta, origina cambios beneficiosos en el organismo.

Dentro de estos cambios y el principal de ellos, es estimular la proliferacién de
Bifido bacterias (bacterias probidticas) y a su vez disminuir las bacterias
putrefactivas y potenciales patégenos3'. Esto es posible debido a la baja absorcion
de lactulosa en el intestino humano, lo cual le permite llegar al colon y servir de
fuente de energia para las Bifido bacterias, que al asimilarla originan acidos grasos
de cadena corta, que a su vez descienden el pH inhibiendo la proliferacién de E.

Coli, Bacteroides y Clostridios (bacterias patégenas)?’: 31,

Estas variaciones son el fundamento de varias aplicaciones clinicas de lactulosa,
tales como tratamiento del estrefiimiento, de la encefalopatia hepatica, tratamiento
de infecciones y trastornos inflamatorios del intestino, entre otras; asi como
también se aplica en la fortificacion de de formulas lacteas para bebés, ya que al
no ser alimentados con leche materna disminuyen los niveles de Bifido bacterias®!.

Por tanto al ser estas quienes deben predominar en la flora intestinal del bebé se
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hace indispensable incluir este carbohidrato en las dietas infantiles para inducir a
un aumento de Bifido bacterias en el intestino y asi evitar consecuencias

desfavorables para la salud??.
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6. CONCLUSIONES

La caracterizaciéon preliminar de la composicibn de la leche liquida
analizada, permiti6 calificarla como una leche apta para el consumo

humano, debido a los rangos establecidos por la legislacion.

Dentro de la caracterizacion de la composicion de la leche, la mayor
variabilidad respecto a un valor teérico esperado lo presenta el porcentaje
de proteina, que se encuentra por debajo de lo estipulado, permitiendo
deducir que la carga de calor aplicada en el procesado de la leche esta

afectando su valor nutritivo.

El haber realizado un ejercicio de intercalibraciébn con otro laboratorio no
solo genera un nivel de confianza para la metodologia implementada en la
caracterizacion de la composicion fisico-quimica de la leche, sino también
permite conocer algunas falencias o virtudes que estan pasando
inadvertidas en la industria lactea y que pueden afectar de alguna manera al

consumidor del producto.
Fue posible evaluar el contenido de lactulosa en leches liquidas tratadas

térmicamente (UHT), dado que en la normatividad Colombiana nunca antes

se habia tomado como parametro de calidad de la leche.
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La aplicacion del método analitico demostré ser una alternativa viable para
la determinacion de lactulosa a partir de 0,1 mg/mL, ya que optimizadas las
condiciones experimentales y la técnica espectrofotométrica, fue posible
obtener parametros analiticos que confirmaron la confiabilidad de los

resultados obtenidos.

La viabilidad del método analitico representa para la industria, un
procedimiento de facil acceso, debido a los costos y sencillez de la técnica.

El nivel de lactulosa encontrado en las diferentes leches U.H.T, supera los
niveles establecidos para este tipo de leche en diferentes estudios

realizados con anterioridad.

La severidad del tratamiento térmico es, posiblemente, una consecuencia de
la alta carga microbiana presente en la leche cruda, lo cual, hace que
requiera de un tratamiento térmico mas drastico al que en teoria puede

esperarse.

La severidad del tratamiento térmico, es corroborada con el bajo contenido
de proteina, la cual puede desnaturalizarse por efecto del calor.

El bajo nivel de proteina pudo corroborarse con la informaciéon nutricional,
donde las leches que han sufrido procesos de industrializacion para
enriguecimiento con diferentes minerales, reportan niveles de proteina
inferiores al establecido por la normatividad y similares a los obtenidos

experimentalmente.
Las considerables concentraciones que presentaron las muestras ApSMV,

PEFeV, ApSCaV y ApDF, se atribuye respectivamente al aumento de

temperatura en el proceso de higienizacion para favorecer el
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enriguecimiento con hierro y a la posible interaccidbn proteinas-

monosacaridos de la fibra, que beneficia la formacion de lactulosa libre.

El contenido de lactulosa no se ve afectado por el contenido de grasa que

tenga la leche, pero si por el bajo contenido de lactosa.
La muestra ApDF con mayor contenido de lactulosa, presenta segun la

informacion nutricional de su etiqueta, la mayor cantidad de lactosa con

respecto a las demas leches.
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RECOMENDACIONES

Para obtener resultados confiables con este método, es importancia tener
cuidado con la estabilizacién de la temperatura de calentamiento en el bafio
de agua que debe estar a 94 °C, asi como asegurar que la mezcla de
reaccion no reciba calentamiento adicional antes de llevarla al bafio de agua

en ebullicién, realizando la mezcla dentro de un bafio de agua fria.

La manipulacién del reactivo antrona es indispensable para el desarrollo del
proceso. Este debe ser almacenado en un vial de vidrio &mbar para no ser
afectado por la luz y debe ser herméticamente sellado para evitar la
absorcion de humedad. En todos los casos, la antrona debe utilizarse recién

preparada.

Continuar con la optimizacibn de condiciones que contribuyan al
mejoramiento del método aplicado y/6 buscar, implementar otros métodos
como cromatografia de gases, ya que éste es el método mas ampliamente

utilizado en la determinacién de lactulosa.
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ANEXOS

ANEXO |. Componentes mayoritarios y minoritarios de las muestras de
leche segun el envase.

ANEXO Il. Andlisis estadistico.

Anexo lll. Protocolos de los analisis fisico-quimicos de la Unidad de

Analisis Industriales.
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ANEXO |

Tabla 29. Componentes mayoritarios de las muestras de leche segun el envase

LECHE INFORMACION NUTRICIONAL (Tamafio porcién 200 mL)
CALORIAS CARBOHIDRATOS (g) PROTEINAS (9) GRASA FIBRA
(cal) DIETARIA
Totales Azlcar Total | Saturada | Colesterol Acido (9)
(lactosa) @) (@) (mg) graso (mg)
ALE 128,0 10,0 10,0 6,0 7,0 5,0 30,0 0
CEV 119,9 10,0 6,0 6,0 4,0 28,0
PEFeV 118,2 9,6 6,0 6,2
PS 90,20 9,8 6,0 3,0
PSOV 94,0 9,6 6,4 3,4 1,8 320
CSV 100,0 10,0 6,0 4,0 2,0 16,0 0
SFS 94,0 9,4 6,2 3,4
ApSV 80,0 9,6 9,6 5,6 3,0 1,6 12,0
ApSCaV 80,0 9,6 9,6 5,6 3,0 1,6 12,0
ApSMV 90,0 11,0 5,4 3,0 2,0 12,0
PSD 91,0 9,8 0,48 6,2 3,0
SFSD 92,0 9,4 5,9 3,4
ApSD 80,0 9,6 1,4 5,6 3,0 1,6 12,0
AISDF 92,0 10,0 6,0 3,0 2,0 15,0 4
CSDhV 95,9 10,0 0 6,0 4,0 2,0 15,0
ApDF 72,0 12,8 10,4 6,2 0,8 0,08 0,0 2,48
CbhV 71,9 10,0 6,0 1,0 0,0 4,0
ApD 56,0 9,36 9,36 5,36 0,0 0,0 0,0
AIDF 67,0 10,0 6,0 0,0 0,0 0,0 4
PDD 65,8 9,8 0,48 6,2 0,20
ApDD 56,0 9,36 1,4 5,36 0,0 0,0 0,0
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Tabla 30. Componentes minoritarios de las muestras de leche segun el envase

LECHE INFORMACION NUTRICIONAL (Tamaiio porcién 200 mL)
MINERALES VITAMINAS
Na | Ca | Fe P | zn | Totales | A D C | E | Bt | B2 | Be | Biz | ACIDO | NIACINA | BIOTINA
(mg) | (%) | (%) | (%) | (%) (9) (%) (%) | (%) | (0) | (%) | (%) | (%) | (%) | FOLICO (%) (%)
(%)
ALE 96 | 480 | 1 40 | 400 | 0,0
CEV 100 | 250 | 1 20,0 | 250 22,0 | 16,0
PEFeV 0,12 | 0,48 0,078 | 0,001 0,06 | 0,08 | 0,13 20,0 1,0 9,0
PS 0,12 1,22 | 0,075 | 0,001
PSOV 0,12 20,0 | 3,0 0,6
Csv 100 | 250 | 1 10,0 | 20,0
SFS 0,11 88,0 1,40 0,16 0,4
ApSV 76 | 28,0 16,0 12,0 | 12,0
ApSCaV_ | 76 | 62,4 35,0 12,0 | 12,0
ApSMV 95 | 350 | 20,0 | 250 | 35 17,5 | 50,0 | 12,5 | 150 | 150 | 250 | 150 | 500 | 275 12,5 50,0
PSD* 0,12 1,20
SFSD* 0,12 1,40
ApSD* 76 | 28,0 16,0
AISDF* 97 [ 480 1 2,0 | 200 | 00
CSDV* 100 | 22,0 | 1 250 | 250 26,0 | 16,0
ApDF 48,0 16,8 240 | 424
CDV 80 | 250 | 1 20,0 | 24,0 22,0 | 16,0 6,2
ApD 104 | 24,0 20,0 12,0 | 12,0
AIDF 96 | 48,0 | 1 00 | 00 | 00
PDD* 0,12 1,20
ApDD* 76 | 24,0 20,0 12,0 | 12,0

*Enzima Lactasa
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA INTERCALIBRACION DE LOS ANALISIS FISICO-QUIMICOS

ANEXO Il

PRUEBA t PARA COMPARACION DE UNA MEDIA EXPERIMENTAL

CON UN VALOR CONOCIDO - CONTRASTE BILATERAL

LECHE ENTERA - CRUDA

X V1o to . :
VALOR Diferencia
CONOCIDO S {calculada (p:0,05) Significativa
Desidad 1,0310 1,0300 0,0002 15,810 Sl
Acidez 0,133 0,138 0,002 7,905 Sl
pH 6,697 6,630 3,162 0,004 | 52,964 2,262 Sl
Grasa 3,73 3,70 0,06 1,581 NO
ES 12,36 12,08 0,07 12,648 Sl
ESD 8,63 8,38 0,12 6,588 Sl
LECHE ENTERA - PASTEURIZADA
X \/1_0 to . .
VALOR Diferencia
CONOCIDO S |tcalculada | (p=0,05) [significativa
Desidad 1,0320 1,0305 0,0006 7,905 Sl
Acidez 0,176 0,154 0,004 | 17,391 Sl
pH 6,597 6,600 3,162 0,004 2,371 2,262 Sl
Grasa 3,02 3,20 0,07 8,131 Sl
ES 11,66 11,61 0,14 1,129 NO
ESD 8,65 8,41 0,11 6,899 Sl
LECHE ENTERA -
UHT
X \/1_0 to . .
VALOR Diferencia
CONOCIDO S |tcalculada|(p=0,05) |significativa
Desidad 1,0310 1,0310 0,0002 0,000 NO
Acidez 0,133 0,136 0,001 9,486 Sl
pH 6,780 6,760 3,162 0,002 31,62 2,262 Sl
Grasa 3,29 3,30 0,21 0,151 NO
ES 11,81 11,85 0,26 0,486 NO
ESD 8,52 8,55 0,07 1,355 NO
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ANALISIS ESTADISTICO PARA REPETIBILIDAD DEL METODO DE LA LACTULOSA,
USANDO LOS EQUIPOS THERMO GENESYS 6 e INTRALAB - DMS 100

PRUEBA t PARA COMPARACION DE DOS MEDIAS EXPERIMENTALES

X1 X2 d d Sd N | tcalculada |to (p=0,05) Diferencia Significativa
0,007 0,007 0
0,007 0,006| 0,001
0,007 0,006 | 0,001
0,007 0,006| 0,001
ApSCaV 0,007 0,006| 0,001 0,0007 | 0,00048 |10 0,1007 2,26 NO
0,006 0,006 0
0,006 0,006 0
0,007 0,006 | 0,001
0,007 0,006| 0,001
0,007 0,006| 0,001
X1 X2 d d Sd N | tcalculada |to (p=0,05) Diferencia Significativa
0,003 0,005| -0,002
0,003 0,004 | -0,001
0,003 0,004 | -0,001
0,003 0,004 | -0,001
0,1 mg/mL 0,003 0,004 | -0,001 -0,001| 0,00047 |10 -0,1456 2,26 NO
0,003 0,004 | -0,001
0,003 0,004 | -0,001
0,003 0,004 | -0,001
0,004 0,004 0
0,003 0,004 | -0,001
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X1 X2 d d Sd N | tcalculada |t9 (p:0,05) Diferencia Significativa
0,012 0,013| -0,001
0,011 0,012| -0,001
0,012 0,012 0
0,013 0,013 0
0,3 mg/mL 0,012 0,011 0,001 -0,0003| 0,00067 |10 -0,0365 2,26 NO
0,012 0,013] -0,001
0,012 0,012 0
0,011 0,012| -0,001
0,011 0,011 0
0,012 0,012 0

130




ANALISIS DE SIGNIFICANCIA PARA CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA Y
DETERMINACION DE LA LACTULOSA EN LECHES UHT, USANDO LOS
EQUIPOS THERMO GENESYS 6 e INTRALAB — DMS 100

NOTA: inicialmente se realizé un andlisis de varianza ANOVA, complementada

con una prueba de comparaciones multiples de Duncan, para la caracterizacion y

analisis de lactulosa en leches comerciales UHT; sin embargo, no fue lo

suficientemente puntual, debido al tamafio de muestra y la amplitud del rango que

emplea la prueba. Por tanto, se realiz6 una segunda prueba no paramétrica de

Krukal Wallis que permitio la puntualizacion de las diferencias existentes entre las

leches de cada grupo (enteras, semidescremadas y descremadas)

LECHES ENTERAS

Estadisticos de contraste®?

PRUEBAS NO PARAMETRICAS
DE KRUSKAL-WALLIS

DENSIDAD

ACIDEZ

pH

GRASA

EXTRACTO
SECO

EXTRACT
O SECO
DESENG
RASADO

PROTEINA

CENIZA

LACTULOSA
EN GENESYS

LACTULOSA
EN DMS

gl

Chi-cuadrado 8,000

Sig. asintot. ,018

2

7,385
2
,025

7,385

,025

7,385

,025

6,655
2
,036

7,385
2
,025

5,969
2
,051

2,89%5

,235

8,000
2
,018

8,000
2
,018

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. variable de agrupacion: CODIGO
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LECHES SEMIDESCREMADAS

Estadisticos de contraste®?

EXTRACT
O SECO
EXTRACTO DESENG LACTULOSA LACTULOSA
DENSIDAD ACIDEZ pH GRASA SECO RASADO | PROTEINA CENIZA EN GENESYS EN DMS
Chi-cuadrado 35,000 34,180 34,493 31,505 33,100 33,334 25,652 23,718 34,944 34,868
gl 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
Sig. asintot. ,000 ,000 ,000 ,001 ,001 ,000 ,007 ,014 ,000 ,000
a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. variable de agrupacién: CODIGO
Estadisticos de contraste®?
EXTRACT
O SECO
EXTRACTO DESENG LACTULOSA LACTULOSA
DENSIDAD ACIDEZ pH GRASA SECO RASADO | PROTEINA CENIZA EN GENESYS EN DMS
Chi-cuadrado 14,478 15,256 16,266 17,000 16,134 15,051 13,389 13,230 16,919 16,939
gl 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Sig. asintot. ,013 ,009 ,006 ,004 ,006 ,010 ,020 ,021 ,005 ,005

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: CODIGO
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