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I.1.1. Generalidades

La leche materna es un alimento Unico e insustituible para aportar al lactante
todos los nutrientes que necesita, en la cantidad y proporcion adecuada, durante los 6
primeros meses de vida; y una parte importante de los mismos desde los 6 meses a los 2
afios. Est4 adaptada genéticamente no solo a la especie, sino también a cada nifio y a sus
necesidades y grado de desarrollo. Ademas de suministrar el mejor aporte metabolico,
disminuye la sensibilizacion alérgica y aumenta la inmunidad, por lo que protege frente
a infecciones, disminuye la muerte subita y confiere cierta proteccion frente a
enfermedades cronicas. Por ultimo, no hay que olvidar que favorece la creacion del
vinculo entre madre e hijo. La OMS y la UNICEF proclamaron en 1989 el derecho de
los recién nacidos y sus madres a que se hagan todos los esfuerzos posibles para
promover el inicio y mantenimiento de la lactancia materna. La OMS, en el 2002,
insiste en recomendar la lactancia materna los 6 primeros meses, y, si es posible,
mantenerla hasta los dos afios. En Espafia se ha estimado que solo el 23 y 11 % de
mujeres mantienen la lactancia durante 3 y 6 meses respectivamente (Serra-Majem y
Aranceta, 2001). El objetivo de la Sociedad Espafnola de Nutricion Comunitaria (SENC)
es alcanzar al menos 6 meses de lactancia materna (Serra-Majem y Aranceta, 2001).
Aunque la lactancia materna es la manera natural y mejor de alimentar al bebé (Comité
de Lactancia Materna de la Asociacion Espafiola de Pediatria, 1999; Pallas y Grupo
PREVINFAD, 2003; Jiménez, 2001; Martin y Lozano, 1999), la realidad es que las
circunstancias socioculturales no la facilitan.

Si la lactancia materna no es posible se recurrird a la alimentacion artificial con
féormula adaptada de inicio durante los seis primeros meses y de continuacion a partir de
esa edad (U.S. Preventive Service Task Force, 1996; Ballabriga y Carrascosa, 1998;
Programa de Atencion al Nifo, 2002; Pallas y Grupo PREVINFAD, 2003). Las
formulas adaptadas intentan simular en algunos aspectos la leche materna aunque la
biodisponibilidad de los nutrientes es muy diferente. Estan preparadas a partir de leche
de vaca y su composicion debe cumplir las recomendaciones publicadas por organismos
internacionales. En Europa, las recomendaciones sobre la composicion de las formulas
adaptadas estdn dadas por el Comité de Nutricion de la Sociedad Europea de
Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica (ESPGAN), Codex Alimentarius, asi como por
el Comité Cientifico para la Alimentacion (CCA) de la Comunidad Europea (CE). En
Espana la reglamentacion técnico-sanitaria especifica de los preparados para lactantes y
de los preparados de continuacion se encuentra recogida en el Real Decreto 867/2008,
de 23 de mayo, el cual traspone la directiva comunitaria (2006/141/CE).

Segin la ESPGAN se recomiendan dos tipos de formulas:

» Formula de inicio: satisface las necesidades del lactante hasta los 6 meses y puede
utilizarse después de esta edad junto a otro tipo de alimentos.

* Formula de continuacion: forma parte de un régimen de alimentaciéon mixto y se
utiliza después de los 4-6 meses de edad. Puede utilizarse hasta los 3 afios con ventajas
nutricionales sobre la leche de vaca.
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I.1.2. Composicion de las formulas de inicio y continuacion

La proporcion de principios inmediatos debe imitar los de la leche materna: 50-
55% del aporte calorico en forma de grasa, 35-50% de hidratos de carbono y el 5% de
proteinas (Garcia-Onieva, 2007).

Aporte energético

Las férmulas infantiles (FI) preparadas segun las instrucciones del fabricante
deberan contener entre 60 y 70 kcal por 100 ml (Real Decreto 867/2008), las cuales son
suficientes para suplir los requerimientos fisioloégicos de ganancia de peso en nifos
sanos (Koletzko y col., 2005). Se basa en el aporte medio de la leche materna, que
fluctua por la variabilidad del contenido de grasa de la leche materna durante las
tetadas.

Contenido proteico

El contenido proteico es de 1,8-3 g/100 kcal (1,2-2 g/100 ml) para las formulas
de inicio y 1,8-3,5 g/100 kcal (1,2-2,3 g/100 ml) para las férmulas de continuacion
(Real Decreto 867/2008). El de las formulas de continuacion es superior al de las
férmulas de inicio a pesar de la reduccion de los valores, recomendados por la ESPGAN
en 1990. La proporcidn seroproteinas/caseina varia en la leche materna desde el calostro
(90/10) a la leche madura (60/40). El lactosuero materno contiene alfa-lactoalbtimina,
lisozima, lactoferrina e inmunoglobulinas; mientras que en las FI predomina la beta-
lactoglobulina sin capacidad inmunoldgica y con mayor poder alergénico. El indice
quimico de las proteinas de las FI debe ser de almenos el 80% del de la leche materna,
para proporcionar una cantidad similar de aminoacidos, precisandose para ello un
cociente seroproteinas/caseina de 60/40 que, en las férmulas de continuacion, es de
40/60 e incluso 20/80 (Garcia-Onieva, 2007).

Contenido en aminoacidos

Para un valor energético equivalente, el preparado para lactantes contendra una
cantidad disponible de cada uno de los aminoacidos esenciales y semiesenciales como
minimo igual a la contenida en la proteina de referencia (leche materna, tal y como se
define en la tabla 1.1.2-1) (Real Decreto 867/2008).
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Tabla I.1.2-1: Aminoacidos esenciales y semiesenciales de la leche materna expresados
en g/100 g de proteina y mg/100 kcal.

Aminoacidos mg/100 kcal
Cisteina 38
Histidina 40
Isoleucina 92
Leucina 166
Lisina 113
Metionina 23
Fenilalanina 83
Treonina 77
Triptofano 32
Tirosina 76
Valina 88

Hidratos de carbon

El contenido se encuentra entre 9-14 g/100 kcal (6,1-9,6 g/100 ml) (Real
Decreto 867/2008). El carbohidrato dominante en la leche humana es la lactosa, que
aporta cerca del 40% del valor energético. La lactosa proporciona efectos beneficiosos
en la fisiologia intestinal, incluidos efectos prebidticos, ablandamiento de heces, y
mejora de la absorcidon de agua, sodio y calcio (Koletzko y col., 2005).

La lactosa debe ser el principal carbohidrato de las FI (min. 4,5 g/100 kcal), como lo es
en la leche materna, siendo el resto maltodextrinas, maltosa, glucosa, sacarosa, jarabe de
glucosa, almidon pretostado y gelatinizado originalmente sin gluten (Real Decreto
867/2008). La leche humana contiene un 10% de oligosacéaridos cuyo papel en la
proteccionde infecciones y, como componente de la sintesis de ganglidsidos y
esfingolipidos, parece cada vez mdas importante, planteandose su incorporacion en las
nuevas formulas (Garcia-Onieva, 2007).

Grasas

El contenido de grasa total recomendada es de 4,4-6 g/100 kcal (2,86-4,1 g/100
ml) para las formulas de inicio y de 4-6 g/100 kcal (2,6-4,1 g/100 ml) para las de
continuacion (Real Decreto 867/2008) que es equivalente a aproximadamente el 40-
54% del contenido de energia, el cual es similar a los valores encontrados normalmente
en la leche humana (Koletzko y col., 2001).

El aporte de grasas en la dieta del lactante debe cubrir el importante aumento de
peso que sucede en el primer semestre de vida, teniendo en cuenta que la grasa supone
el 35% de la ganancia ponderal que equivale al 90% de la energia retenida. La absorcioén
de la grasa de leche de vaca es mucho menor que la de la leche materna (60% frente al
90%). La ESPGAN recomienda que la absorcion sea al menos del 85%. Los acidos
grasos (AG) predominantes en la leche humana son el acido palmitico (20%), oleico
(38%) y linoleico (15%) (Garcia-Onieva, 2007).

La absorcion de las grasas aumenta cuanto menos saturado es el AG y mas corta

es su cadena. Los AG saturados, al ser mal absorbidos, aumentan la pérdida fecal de
calcio y elevan la colesterolemia. Las grasas animales y vegetales son heterogéneas en
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cuanto a su composicion en triglicéridos, vitaminas liposolubles y AG. Es por ello que
el origen de la grasa (vegetal o animal) no significa una mejor calidad de la misma. La
adicion de triglicéridos de cadena media (MCT) para mejorar la absorcion lipidica no ha
conseguido un mejor balance energético y se han descrito potenciales riesgos
metabolicos; por lo que, se recomienda su adicion en leches de prematuros sin exceder
el 40% de la grasa total. El acido linoleico, AG esencial precursor de los 4cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga o AGPI-CL de la serie omega 6, que debe ser aportado
en la dieta, ha demostrado tener efectos perjudiciales cuando su cantidad es excesiva
(efectos inmunosupresores y aumento de la peroxidacion lipidica). Por ello, el Real
Decreto recomienda valores de 0,3-1,2 g/100 kcal asi como también la adicién de A.
linolénico, precursor de los AGPI-CL de la serie omega 3, siendo el cociente entre
ambos de 5 a 15. En las formulas de continuacion, la cantidad de A. linoleico supone el
4,5-8% de la grasa total. Los AGPI-CL son precursores de las prostanglandinas,
leucotrienos y tromboxanos, ademas de formar parte de las membranas celulares y del
desarrollo cerebral y de la agudeza visual. La adiciéon de AGPI- CL a las formulas de
pretérminos es, segin la ESPGAN, recomendable, aunque su adicion a formulas de
inicio necesita una mayor informacion cientifica (Garcia-Onieva, 2007). Se recomienda
que los omega 6 (Ac. linoleico y Ac. araquidonico) y omega 3 (Ac. alfa linolenico, Ac.
eicosapentanoico y el Ac. docosahexanoico (DHA)) no superen el 2% y 1%
respectivamente, del total de acidos grasos (Real Decreto 867/2008).

La concentracion sérica de colesterol es superior en los bebes alimentados con
leche materna pero no estd justificada la suplementacion de las féormulas; ya que, el
cerebro puede sintetizar sus propios requerimientos de colesterol. En cuanto a los acidos
grasos trans, es recomendable que su concentracion sea la menor posible (no mas del
6% del aporte de grasa); por lo que, estan desaconsejadas las grasas hidrogenadas en la
fabricacion de la FI. Las recomendaciones europeas, mas estrictas que las americanas,
prohiben el uso de aceite de sésamo y algodon, y limitan el contenido de Ac. erucico. El
Real Decreto 867/2008 limita los acidos grasos trans al 3% y establece como maximo
un 20% de los 4&cidos laurico y miristico.

Minerales y oligoelementos

El contenido en minerales de las formulas debe mantenerse en niveles adecuados
para no producir deficiencias con posible repercusion clinica (Garcia-Onieva, 2007). El
Real Decreto 867/2008 reglamenta las concentraciones recomendadas por la ESPGAN
(Koletzko y col., 2001), las cuales se recogen en la tabla 1.1.2-2.

Las necesidades de sodio del nifio son mayores que las del adulto, pero los
neonatos realizan mal su excrecion; por lo que, la concentracién de sodio, cloro y
potasio debe ser muy inferior a la existente en la leche de vaca y asemejarse a la de la
leche humana. La ESPGAN recomienda que la suma de cloro, sodio y potasio no supere
los 50 mEqg/L. El contenido de calcio del organismo estd fundamentalmente en el
esqueleto, siendo su principal mecanismo regulador la absorcion. Esta disminuye con
ingestas elevadas de grasas y de fosforo. El calcio de la FI se absorbe peor que el de la
leche humana, por lo que su contenido no debe ser inferior a 50 mg/100 kcal. La
absorcion del fésforo estd, en parte, regulada por la del calcio, recomendandose que el
cociente Ca/P esté entre 1 y 2. Tanto la leche humana como la de vaca son pobres en
hierro, aunque la biodisponibilidad es mucho mayor en la primera (70% frente al 30%
en la de vaca). A pesar de ello, la alta frecuencia de ferropenia en el lactante indica que,
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ain con leche materna, conviene suplementar con hierro a los lactantes que la toman.
No se ha demostrado que las formulas suplementadas se relacionen con procesos
infecciosos mas frecuentes, pero esta adicion exige que se cumplan unas condiciones de
calidad organoléptica y solubilidad. El hierro se suele afnadir en forma de sales ferrosas,
afnadiéndose 4cido ascorbico, que aumenta su absorcion. Es necesario que se haga
constar la cantidad de hierro de las férmulas; pues, en Europa, no todas las leches estan
suplementadas con este mineral (Garcia-Onieva, 2007). El contenido en Cinc de la FI
debe superar los 0,3 mg/100 kcal (Koletzko y col., 2001) para asi cubrir los elevados
requerimientos que supone la ganancia ponderal en los seis primeros meses. Su
absorcion se ve disminuida por el cobre, y viceversa (Garcia-Onieva, 2007).

Tabla I.1.2-2: Contenido en sales minerales y oligoelementos de las formulas infantiles
de inicio y continuacion.

Minerales Por 100 kcal
Minimo Maximo

Sodio (mg) 20 60
Potasio (mg) 60 160
Cloro (mg) 50 160
Calcio (mg) 50 140
Fosforo (mg) 25 90
Magnesio (mg) 5 15
Hierro (mg) 0,3y 0,6 1,3 y2®@
Cinc (mg) 0,5 1,5
Cobre (ug) 35 100
Yodo (ug) 10 50
Selenio (ng) 1 9
Manganeso (1g) 1 100
Fluor (ug) - 100

D Formula de Inicio
@ Formula de Continuacion

Vitaminas

El contenido en vitaminas recomendado por los distintos comités de nutricion es
el indicado por el Codex Alimentario (Maldonado-Lozano y Gil-Campos, 2005). El
Real Decreto 867/2008 reglamenta las concentraciones de vitaminas en preparados para
lactantes (Tabla I.1.2-3).
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Tabla 1.1.2-3: Contenido en vitaminas de las formulas infantiles de inicio y

continuacion.
Vitaminas Por 100 kcal
Minimo Maximo
A (ug-ER) 60 180
D (ng) ¥ 1 2,59y 30
Tiamina (ug) 60 300
Rivoflavina (ng) 80 400
Niacina (pg) @ 300 1500
Acido pantoténico (ng) 400 2000
Be (1g) 35 175
Biotina (ug) 1,5 7,5
Acido folico (pg) 10 50
B2 (ng) 0,1 0,5
C (mg) 10 30
K (ng) 4 25
E (mg a-ET) @ 0,5/g de 4cidos grasos 5
poliinsaturados
expresados como acido
linoleico, corregido en
funcion de los dobles
enlaces @, pero en
ningun caso inferior a
0,5 mg por 100 kcal
disponibles

(M ER = todo equivalente de trans retinol.

@ En forma de colecalciferol, del que 10 pg =400 U.I. de vitamina D.

© Niacina preformada.

@ a-ET = equivalente de D-a-tocoferol.

0,5 mg de a-ET/g de 4cido linoleico (18:2 n-6); 0,75 mg de a-ET/g de a-acido linolénico (18:3
n-3); 1,0 mg de a-ET/g de acido araquiddonico (20:4 n-6); 1,25 mg de a-ET/g de acido eicosapentaenoico
(20:5 n-3); 1,5 mg de a-ET/g de acido docosahexaenoico (22:6 n-3).

©® Formula de inicio.

) Formula de continuacién.
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I.1.3. Tipos de formulas infantiles

1.1.3.1. Modificaciones actuales de las formulas infantiles

Formulas anti-estrefiimiento

Recientemente, se ha puesto en evidencia la relacion entre la consistencia de las
heces y la eliminacion de jabones calcicos. En los bebes alimentados con leche materna,
las heces son mas blandas y ello se debe a que presentan menos jabones calcicos. En la
leche materna, el 4cido palmitico representa un 25% de los AG y mas del 70% esta
esterificado en la posicion beta de la molécula del triglicerido y son hidrolizados
adecuadamente por la lipasa (Rivero-Urgell y col., 2005). En las féormulas infantiles, los
acidos grasos estan mayoritariamente en posicion alfa y, al no ser hidrolizados, quedan
acidos grasos libres que se absorben mal y se unen al calcio formando jabones calcicos
insolubles (Garcia-Onieva, 2007). Las formulas antiestrefiimiento aportan un alto
porcentaje de 4cido palmitico en posicion B (B-palmitato). Esta cualidad favorece la
absorcion de la fraccion grasa de la leche, del calcio y del magnesio, mejorando la
biodisponibilidad de estos compuestos y minimizando la formacién de jabones célcicos
a nivel intestinal, principales responsables de la formacion de heces duras (Soler-Balda
y San segundo-Nieto, 2006).

Las formulas anti-célico son modificadas mediante hidrolisis parcial de las
proteinas, adicion de dextrinomaltosa, reduccion del contenido en lactosa, eliminacion
del almidon e incorporacion de fructooligosacaridos para conseguir efecto prebidtico.
También se afilade mayor proporcion de acido palmitico en posicion B y triglicéridos de
cadena media (MCT) (Soler-Balda y San segundo-Nieto, 2006; Garcia-Onieva, 2007).
En algunas formulas se afiade fibra (Garcia-Onieva, 2007).

Formulas suplementadas con nucledtidos

La importancia de los nucledtidos ha ido en aumento por el papel que juegan en
la proteccion contra las enfermedades infecciosas a través de la maduracién de los
linfocitos T, activacion de macrofagos y de células NK (Garcia-Onieva, 2007). La leche
materna tiene una alta concentracién de nucleétidos, mientras que en la leche de vaca y
en las formulas no suplementadas, estan practicamente ausentes (Rivero-Urgell, 2005).
Los estudios sobre los efectos inmunologicos de los nucledtidos han demostrado que
tienen efectos beneficiosos sobre la estimulacion de la inmunidad humoral y celular.
Ademas ejercen proteccion frente a la diarrea, composicion de la flora intestinal,
crecimiento y maduracion de las células de la mucosa intestinal, aumento de la actividad
de las disacaridasas intestinales, mejora de los niveles plasmaticos de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL), mejora del perfil lipidico plasmatico y
también aceleran la recuperacion ponderal en prematuros y recién nacidos de bajo peso
(Rivero-Urgell, 2005). El RD 867/2008 indica que la concentracién de nucledtidos no
sera superior a 5 mg/100 kcal.

Formulas con efecto bifidogeno

En la leche materna se han identificado mas de 130 oligosacaridos diferentes.
Los oligosacaridos promueven el crecimiento de los lactobacilos y de las
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bifidobacterias, lo que inhibe el crecimiento de las bacterias enteropatdogenas como
Escherichia coli y Shigella. Ademas, actian como falsos receptores de membrana para
estas bacterias enteropatdgenas, evitando la colonizaciéon del intestino y eliminandolas
con las heces (Rivero-Urgell, 2005).

La adicion de oligofructosa e inulina a las leches infantiles va a producir una
mayor eliminacion de bifidobacterias y lactobacilos en heces, asi como un
ablandamiento de estas. El Comité de Nutricion Europeo indica que los
fructooligosacaridos (FOS) y galactoligosacaridos (GOS) pueden ser anadidos a los
preparados para lactantes en un contenido no superior a 0,8 g/100 ml (Garcia-Onieva,
2007). La incorporacion de prebiodticos como los FOS y GOS que potencian la flora
bifiddgena autdctona y crean un ambiente hostil para la flora putrefactiva y
potencialmente patdgena, ha sido uno de los grandes avances en la prevencion de
enfermedades de la infancia como: diarreas bacterianas o por rotavirus, infecciones
debidas a bacterias oportunistas, traslocacion bacteriana, etc. Y también como
preventivo de enfermedades degenerativas del adulto como: aterosclerosis, diabetes,
hipertension, estrefiimiento, canceres intestinales, etc. Ademés estimulan el sistema
inmune y aumentan la absorcion de minerales como el calcio y el magnesio. La
incorporacion de probidticos (Bifidobacterias y Lactobacilos) para recuperar la Eubiosis
o equilibrio bacteriano de la flora intestinal coldnica, también ha sido uno de los
puntales de la investigacion en las ultimas décadas, pero los productos actualmente en el
mercado, que utilizan bacterias liofilizadas, aun no garantizan una perfecta implantacion
y colonizacion de estas bacterias beneficiosas en el colon (Rivero-Urgell, 2005).

Formulas adaptadas y desarrollo cognitivo

Desde hace unos afios se estdn desarrollando FI que adicionan AGPI-CL,
araquidonico y docosahexanoico (DHA) para asemejarse a la leche materna; ya que, en
los nifios alimentados con FI, las concentraciones de DHA y araquidoénico, en plasma y
en la membrana eritrocitaria, son menores que en los lactados al pecho. Asimismo, se ha
encontrado menor cantidad de DHA en corteza cerebral en los alimentados con FI. La
incorporacion de estos acidos grasos y su relacion con el desarrollo psicomotor, agudeza
visual y crecimiento, ha sido ampliamente estudiada, existiendo una reciente revision de
la Cochrane Library que, tras revisar los 9 mejores estudios publicados, no encuentra
clara evidencia del beneficio de adicionar AGPI-CL a las formulas. La recomendacion
actual es que, en nifios a término, el 0,2% de los 4cidos grasos debe ser DHA y el
0,35%, araquidénico. En nifios pretérmino, las cifras deben ser 0,35 y 0,4%,
respectivamente. Algunas formulas adicionan taurina por su beneficio potencial, en
pretérminos, en la neurotransmision inhibitoria del cerebro y conjugacion de sales
biliares, asi como carnitina, que interviene en la utilizacion mitocondrial de los acidos
grasos libres (Garcia-Onieva, 2007).

1.1.3.2 Formulas para la alimentacion especial de lactantes
Las formulas especiales tienen coo fin alimentar al lactante que presenta algin

tipo de enfermedad y deben ser contempladas como alimentos-medicamentos; por lo
que, su indicacion debe ser siempre pediatrica.
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En la actualidad, disponemos de un gran nimero de formulas lacteas destinadas
a alimentar a aquellos lactantes que, por distintas patologias, no pueden serlo con una
formula adaptada o con leche de vaca.

Formulas anti-regurgitacion

Las regurgitaciones son frecuentes en los primeros meses de vida del lactante,
con tendencia a desaparecer espontineamente hacia los 12-18 meses. Son un motivo
frecuente de consulta, indicandose, en ocasiones, modificaciones en la dieta y
medicamentos especificos (Garcia-Onieva, 2007). Son formulas de inicio y de
continuacion a las que se les afiaden sustancias espesantes, como goma de garrofin,
amilopectina y/o almidones de arroz o maiz, y que se utilizan para controlar o minimi-
zar los vomitos y las regurgitaciones excesivas del lactante, asi como a modo de
terapéutica dietética en el reflujo gastroesofagico no complicado. Todas ellas presentan
una menor concentracion de lactosa, y una mayor de fosfato inorgénico, lo que no
favorece la absorcidon del calcio. Por otro lado, algunas de estas formulas tiene una
relacion caseina/proteinas del suero semejante a la de la leche de vaca, sin que se haya
demostrado el efecto antirregurgitacion de la caseina (Maldonado-Lozano y Gil-
Campos, 2005).

Asimismo, se ha descrito un incremento de la tos con el uso de estas formulas.
Estos aspectos, junto a las repercusiones nutricionales (disminucion de
biodisponibilidad del calcio, cinc, hierro, etc.), hacen que su indicacién deba ser
siempre realizada por el pediatra, que hara un adecuado seguimiento del desarrollo del
lactante. La utilizacion generalizada de estas férmulas ha llevado a la ESPGAN a
publicar sus indicaciones en el afio 2003 (Garcia-Onieva, 2007).

Formulas sin lactosa

Las formulas sin lactosa son aquellas en que la lactosa se ha sustituido parcial o
totalmente por otro carbohidrato que no presente problemas en su absorcién, como
dextrinomaltosa o polimeros de glucosa (Maldonado-Lozano y Gil-Campos, 2005;
Soler-Balda y San segundo-Nieto, 2006; Cilleruelo-Pascual y Fernandez-Fernandez,
2006; Garcia-Onieva, 2007). Su uso esta indicado en lactantes y nifios pequefios que
presentan malabsorcion de lactosa. Esta situacion aparece con cierta frecuencia tras
episodios de gastroenteritis aguda o de otros procesos que conlleven una lesion de la
mucosa intestinal con alteracion de la actividad lactasica. Dado que el déficit suele ser
transitorio y que su accion también es favorecedora de la absorcion del calcio intestinal,
se recomienda el mantenimiento de estas formulas s6lo de forma temporal (2-3
semanas). Se ha recomendado un aporte adicional de calcio en la dieta de los nifios que
tengan necesidad de consumir, durante un tiempo prolongado, una férmula sin lactosa
(Soler-Balda y San segundo-Nieto, 2006). Este tipo de formulas suelen ser bien to-
leradas, pero tienen el inconveniente de ser caras (Maldonado-Lozano y Gil-Campos,
2005).

Formulas hidrolizadas
Las formulas hidrolizadas (FH), se desarrollaron para el tratamiento de
problemas de digestion y absorcion. Con el paso del tiempo, sus indicaciones se han ido

ampliando, siendo la alergia a proteinas de leche de vaca (APLV), ya sea mediada por
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IgE, IgG o inmunidad celular y, en especial, la enteropatia inducida por leche de vaca,
las principales indicaciones. En lactantes de alto riesgo de atopia, estan indicadas para la
prevencion de la APLV (Garcia-Onieva, 2007). Son féormulas en las que las proteinas
estan predigeridas mediante hidrolisis enzimatica, tratamiento térmico y ultrafiltracion.
La fuente proteica es la caseina, la proteina del suero o ambas. Se tiende a una mezcla
de ambas para que el aminograma sea similar al de la leche de mujer, porque los
hidrolizados de caseina pueden elevar la tirosina, fenilalanina y metionina, y en los
hidrolizados de seroproteinas se aporta mas cantidad de treonina que la leche humana y
aumentan los niveles de valina, metionina, fenilalanina, leucina e isoleucina (Soler-
Balda y San segundo-Nieto, 2006). Los hidratos de carbono aportados son
dextrinomaltosas y los lipidos, triglicéridos de cadena media (MCT) y un aceite que
contenga acidos grasos esenciales (Garcia-Onieva, 2007; Maldonado-Lozano y Gil-
Campos, 2005).

Segun el grado de hidrolisis, pueden ser de dos tipos: parcialmente
hidrolizadas conteniendo una cierta proporcion de proteina intacta o solo ligeramente
degradada con péptidos de peso molecular entre 8.000 y 20.000 Da. El resto de los
principios inmediatos es similar a los de las férmulas de inicio (Cilleruelo-Pascual y
Fernandez-Fernandez, 2006). Estas formulas, Ilamadas “hipoantigénicas o
hipoalergénicas”, no han demostrado, de forma convincente, su eficacia para la
prevencion de la sensibilizacion a proteinas de leche de vaca. Su uso estd absolutamente
contraindicado en el tratamiento de la APLV (Garcia-Onieva, 2007). Desde mediados
de la década de los 90, se fabrican formulas altamente hidrolizadas con el resto de
componentes similares a las formulas adaptadas. En estas formulas, llamadas
extensivamente hidrolizadas (FEH), la mayoria del nitrégeno esta en forma de
aminoacidos libres y péptidos de menos de 5.000 Da, aunque en general estdn por
debajo de 1.200 Da (Maldonado-Lozano y Gil-Campos, 2005; Soler-Balda y San
segundo-Nieto, 2006; Garcia-Onieva, 2007). El resto de los principios inmediatos son
similares a los de las formulas de inicio. Tienen las mismas indicaciones que las
hidrolizadas, pudiendo ser de eleccion en los casos de APLV sin afectacion del estado
nutritivo, que requeriria la utilizacion de dextrinomaltosa y MCT. También, se
consideran adecuadas para la prevencion de APLV. Se han detectado restos de proteinas
lacteas asociados a la lactosa en las FEH; por lo que, estarian contraindicadas en
pacientes altamente sensibilizados. La utilizacion de FH debe ser adecuadamente
vigilada, ya que se han descrito repercusiones nutricionales en los lactantes tratados:
deficiencia de vitaminas, baja absorcion de calcio y desequilibrio en la composicion de
aminoacidos (Garcia-Onieva, 2007).

Formulas de soja

Las formulas de soja son formulas de inicio y de continuacion a base de proteina
de soja en lugar de proteinas lacteas. Al ser formulas vegetales carecen de lactosa y
contienen como carbohidrato dextrinomaltosa o polimeros de glucosa. Los lipidos son
de origen vegetal ya que la grasa lactea podria contener restos de proteinas vacunas.
Estan suplementadas con metionina, carnitina y taurina hasta alcanzar los niveles de la
leche materna (Soler-Balda y San segundo-Nieto, 2006), y con calcio, fosforo, zinc,
cobre, hierro y magnesio, ya que su absorcidon es baja por la presencia de fitatos
(Maldonado-Lozano y Gil-Campos, 2005; Cilleruelo-Pascual y Fernandez-Fernandez,
2006). Se recomiendan para la alimentacion de lactantes con galactosemia, intolerancia
a la lactosa e hijos de padres vegetarianos que no quieren utilizar proteina animal para la
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alimentacion de sus hijos; su uso en caso de reacciones adversas a la leche de vaca es
mas controvertido, debido al poder sensibilizante de la soja (Maldonado-Lozano y Gil-
Campos, 2005).

Formulas elementales

La formula elemental es un alimento no alergénico. Estas formulas tienen
modificados todos sus principios inmediatos, de manera que las proteinas se aportan
como L-aminodcidos sintéticos, los hidratos de carbono como polimeros de glucosa y
las grasas en forma de MCT con adicion de acidos grasos esenciales. Ademas, estan
suplementadas con vitaminas y oligoelementos como las formulas hidrolizadas. Debido
a su formulacién, la absorcion de los nutrientes se realiza con una minima digestion y
no precisa de la accion de las enzimas pancreaticas y minimamente de las sales biliares,
lo que permite mantener cierto grado de reposo intestinal y disminucion del volumen
fecal (Cilleruelo-Pascual y Fernandez-Fernandez, 2006). Estan indicadas en casos de
problemas de absorcion y digestion, en insuficiencia pancreatica, sindrome de intestino
corto, enfermedad inflamatoria intestinal y diarrea “intratable” resistente a los
tratamientos habituales (Soler-Balda y San segundo-Nieto, 2006). Los problemas mas
importantes en el manejo de estas leches son su mal sabor, su alta osmolaridad y su
elevado coste, lo que hace que sus indicaciones sean bastante restringidas. Se han
descrito con su uso déficits vitaminicos (biotina), atrofia intestinal y géstrica asi como
alteraciones de la microflora colonica (Tamayo y col., 1997; Ballabriga y col., 2001;
Martin y col., 1998; Host y col., 1999; American Academy of Pediatrics, 2000). La falta
de estudios a largo plazo que evaltien la absorcion de aminoacidos, vitaminas y
minerales, limitan su utilizacién a aquellos pacientes en los que otras féormulas han
fracasado y en los casos de malnutricioén grave (Garcia-Onieva, 2007).

Formulas para prematuros

La alimentaciéon del lactante prematuro tiene como objetivo conseguir un
crecimiento y composicion corporal similares al de un feto sano de la misma edad
gestacional. La leche materna serd siempre de eleccion; ya que, las leches de madres de
prematuros son mas ricas en nutrientes que las de los nacidos a término. Sin embargo,
estas leches son deficitarias en proteinas, calcio, fésforo, sodio y vitaminas A, D y
riboflavina. Cuando la lactancia materna no es posible, se pueden utilizar formulas para
prematuros que, en general, tienen mayor densidad caldrica con ingestas mas pequefias
y mayor aporte proteico, afiadiendo taurina, carnitina y nucleotidos. Los hidratos de
carbono serdn, fundamentalmente, lactosa, aunque ésta debe sustituirse, en parte, por
polimeros de glucosa debido a la deficiencia relativa de lactasa. La cantidad de grasas
es, asimismo, mas elevada, afadiéndose MCT, que se absorben mejor, y se recomienda
incorporar DHA y acido araquiddnico. Se precisa aumentar el contenido en Ca y P para
una mejor mineralizacion dsea, siendo el cociente Ca/P de 1,7. Las concentraciones de
los componentes de este tipo de formulas se recogen en la tabla 1.1.4-1. Estas férmulas
deben mantenerse hasta el momento del alta y prolongar su uso en nifios con displasia
broncopulmonar, cardiopatia congénita o percentil de peso por debajo del P3 (Garcia-
Onieva, 2007).
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Tabla 1.1.4-1: Composicion de formulas para prematuros.

Energia

67-94 kcal/100 ml (para una ingesta de 100-135
kcal/kg/dia)

Proteinas

2,5-3,6 g/100 keal (2,8-4,9 g/kg/dia)

Hidratos de carbono

9,6-12,5 g/100 kcal

Grasas

4,4-5,7 g/100 kcal

Calcio

123-185 mg/100 kcal

Fosforo

82-109 mg/100 kcal

I.1.4. Aspectos tecnologicos

En este apartado se tratan los aspectos tecnoldgicos relacionados con la
obtencion de los ingredientes que ocupan nuestro trabajo de investigacion (proteinas,
carbohidratos y grasa).

Proteinas

Las proteinas utilizadas en la elaboracion de las FI son principalmente de origen
lacteo (caseina, caseinatos, proteinas de lactosuero, proteinas hidrolizadas) y proteinas
de soja.

Estas proteinas sufren durante su proceso de obtencidn, tratamientos térmicos
mas o0 menos drasticos.

El lactosuero (obtenido como subproducto en la elaboracion del queso) se
utiliza para la obtencion de proteinas y lactosa. El proceso de obtencion de las proteinas
incluye etapas de clarificacion, evaporacion, desmineralizacion y secado por
atomizacion o bien etapas de clarificacion, ultrafiltracion y secado (Rolland, 1991).

Las caseinas se obtienen por precipitacion acida de leche desnatada y posterior

secado. Los caseinatos a partir de las caseinas mediante tratamientos con alcali diluido
y posterior secado (Mahaut y col., 2004). Los aislados de soja se obtienen de harinas de
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soja desgrasada, por tratamientos alcalinos se separan los polisacéaridos de las proteinas
y posteriormente se precipitan con tratamiento acido (Primo-Yufera, 1998). Estas
proteinas al igual que las caseinas pueden suftrir una etapa de secado o un tratamiento
alcalino anterior para obtener las correspondientes sales. Los hidrolizados se obtienen
sometiendo a las proteinas aisladas, a un tratamiento preliminar con calor que modifica
los epitopos conformacionales (localizados en la superficie de la proteina) y facilita su
posterior tratamiento enzimatico mediante pepsina, tripsina o extractos pancreaticos que
permiten la hidrolisis de los epitopos secuenciales (ocultos en el interior de la proteina
nativa). Finalmente, se realiza un proceso de ultrafiltracion donde se eliminan las
proteinas y los péptidos de alto peso molecular y los enzimas utilizados en la hidroélisis
(Cilleruelo-Pascual y Fernandez-Fernandez, 2006).

Carbohidratos

Los carbohidratos mas utilizados en la elaboracion de FI, son lactosa,
maltodextrinas y sacarosa.

La lactosa y la sacarosa se obtienen a partir de la leche y remolacha
respectivamente, mientras que las maltodextrinas proceden del almidon, el cual es
transformado mediante diferentes procesos industriales.

La lactosa se obtiene del suero de queseria, que previamente ha sido
higienizado, desnatado, pasteurizado y enfriado. El suero es sometido a una etapa de
ultrafiltracion separando el concentrado de proteinas de suero del permeado de suero, el
cual es refinado y concentrado por evaporacion, obteniéndose finalmente por
cristalizacion y secado por atomizaciéon (Mahaut y col., 2004). La obtencion de
sacarosa a partir de la remolacha, se realiza por difusion en agua caliente. Una vez
obtenido el jugo purificado se procede a la evaporacion y posterior cristalizacién por
coccion en vacio del jarabe (Fellows, 1994).

Las maltodextrinas se obtienen a partir de la hidrolisis del almidon y
constituyen una de las fuentes de carbohidratos mas utilizada para la elaboracion de las
formulas entérales e infantiles. Presentan gran viscosidad, solubilidad y dispersion
(Marchal y col., 1999) pero son menos dulces, higroscépicas y susceptibles de sufrir
pardeamiento que otros productos procedentes de la hidrélisis del almidon (BeMiller,
1992). Ademas, poseen bajo valor de dextrosa equivalente (DE) (menor de 20), pequefio
peso molecular y baja presion osmética (Linden y Lorient, 1994).

Existen dos procedimientos de hidrolisis para la obtencion de maltodextrinas:

1. Acida: se realiza en tanques discontinuos donde el pH se ajusta a 1,8-2,0 con
HCl y se aplican altas temperaturas hasta conseguir el DE deseado. Este tipo de
hidrolisis presenta la ventaja de ser rapida y completa, pero produce defectos de color,
sabor y alta concentracion de NaCl, lo que es un gran inconveniente en la preparacion
de alimentos infantiles y dietéticos (Gonzalez-Tello y col., 1989).

2. Enzimatica: este método solo requiere unos minutos de reaccion a 105°C
seguidos de una descompresion hasta presion atmosférica e hidrolisis a 90-95°C durante
2 horas. Esta hidrdlisis se consigue con a-amilasas que hidrolizan al azar los enlaces a
1-4 (Avendano y Cornejo, 1988). De esta forma se producen primero oligosacaridos (de

16



Revision Bibliografica

2-7 unidades de glucosa) ramificados o lineales (maltodextrinas) y posteriormente
maltosa y glucosa.

Los diversos productos de hidrolisis vienen caracterizados por el indice de
dextrosa (DE) que se define como el porcentaje de aztcares reductores presente en el
jarabe en relacion con la cantidad de oligosacaridos de forma que a mayor DE mayor
poder reductor y menor grado de polimerizaciéon (Linden y Lorient, 1994). Esta
definicidon presenta limitaciones, ya que segun el procedimiento tecnoldgico utilizado
los productos de hidrolisis pueden tener composiciones muy diferentes teniendo
globalmente el mismo DE.

Grasa

Las principales fuentes de grasa utilizadas en la elaboracion de las formulas
infantiles son los aceites vegetales (soja, coco, girasol, cartamo y oliva), grasas lacteas,
aceite de pescado y grasas animales.

En el caso del aceite de soja, girasol y cartamo, la extraccion se puede realizar
por medios mecanicos o mediante disolventes. En ambos casos las semillas deben ser
limpiadas y descascarilladas previamente. Despues son troceadas y molidas antes de la
extraccion. En la extraccion mecdnica las semillas molidas y homogenizadas pasan a la
prensa de tornillo donde a elevadas presiones y en un solo paso se produce la separacion
del aceite de la torta proteinica. En la extraccion por disolventes las semillas molidas y
homogenizadas pasan a un extractor donde un disolvente de materias grasas arrastra a
estas siendo separadas en un evaporador (Madrid-Vicente y col., 1997).

El aceite de oliva es extraido previa limpieza de las aceitunas, molturacion y
batido. La masa homogenea pasa a una prensa o un decantador horizontal, en donde por
centrifugacion se separa el orujo, agua de vegetacion y el aceite, que finalmente es
purificado en centrifugas verticales donde se separa del agua y particulas solidas
restantes (Madrid-Vicente y col., 1997).

El aceite de coco es extraido por fusion. El coco molido se mezcla con agua
caliente para formar una pasta que se bate hasta que el aceite se separa en forma de
emulsion (Thieme, 1970)

La obtencion de la grasa lactea se realiza en una desnatadora, que consiste en
un tambor rotatorio en cuyo interior se dispone una serie de platillos. La leche se
mantiene a una temperatura de 50 a 60°C y durante la centrifugacion se produce la
aglomeracion de los globulos grasos al depositarse sobre los platillos, que forman un
conducto por el que sale la nata separada de la leche desnatada (Mahaut y col., 2004).

Los aceites de pescado se obtienen por coccion, prensado del pescado y
centrifugacion (Schmidtsdorff, 1999).

La grasa animal puede ser extraida mediante digestion o por fusion. En el
primer caso los subproductos son introducidos en un digestor donde se somete a altas
temperaturas (110-130°C) durante 2,5-4,5 horas para evaporar el agua, seguido de un
tamizado (harina y grasa) y final separacion por centrifugacion o decantacion. En la
extraccion por fusion los subproductos finamente troceados se calientan por inyeccion
directa de vapor, onteniendo una masa la cual es separada por centrifugaciones
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sucesivas, obteniendo tres fases: solida, acuosa y la grasa purificada (0,1-0,2% de
humedad) (Madrid-Vicente y col., 1997).

I.1.5. Elaboracion de las formulas infantiles solidas

Las formulas infantiles que existen actualmente en el comercio son productos
solidos que se obtienen a partir de leche y adicion de ingredientes o mediante disolucion
y/o emulsion-mezcla de todos sus ingredientes en agua. En la figura 1 se pude observar
el esquema de elaboracion de las formulas solidas.

Figura 1: Esquema de elaboracion de formulas infantiles solidas
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A
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El procedimiento de elaboracion de formulas sigue una serie de pasos que a
continuacion se detallan.

A) Reconstitucion y mezclado de los constituyentes: se basa en la disolucion y
emulsion de los distintos componentes de las formulas para elaborar un liquido que
posea unas caracteristicas adecuadas (Fellows, 1994).

Generalmente se dispersa cada solido en un tanque con agua, se mezclan
distintas proporciones de cada disolucion, y se calienta para fluidificarlo.

En el caso de dispersion de materias primas pulverizadas (proteinas,
carbohidratos, etc.) se utilizan mezcladoras de bajo tiempo de permanencia en las cuales
un chorro de liquido nebulizado se mezcla uniformemente con un chorro de polvo.

B) Homogeneizacion: consiste en la reduccion de tamafio e incremento del
numero de particulas solidas o liquidas en la fase dispersa mediante la aplicacion de
grandes fuerzas de cizalla, con objeto de lograr un contacto intimo entre los
componentes, aumentar la estabilidad y producir su emulsion (Ordonez y col., 1998).

El efecto homogeneizador se consigue haciendo pasar el producto a presion de
15-20 MPa a través de estrechas hendiduras cuyas medidas son menores que las de los
globulos grasos. De esta forma, la elevada velocidad que alcanzan los globulos provoca
la aparicion de fuerzas de cizallamiento debido a la intensa turbulencia y cavitacion. Asi
se provoca la deformacion de las particulas y su fragmentacion (Spreer, 1991).

Otro factor determinante es la temperatura a la que se realiza el proceso (60-
75°C) ya que cuanto mas bajo sea el contenido en grasa y mas alta sea la temperatura y
la presion, mayor sera el efecto homogeneizador.

C) Esterilizacion: es aquella operacién unitaria en la que los alimentos son
calentados a una temperatura suficientemente elevada como para destruir en los mismos
la actividad microbiana y enzimatica (Fellows, 1994).

Para alimentos no envasados se realiza una esterilizacion mediante UHT que
puede realizarse de forma directa (denominado “UHT directo”), en el que el calor se
transmite por inyeccion de vapor de agua sobre el producto, o bien de forma indirecta
(“UHT indirecto”), en el cual se utilizan unos intercambiadores de calor (de placas o de
tubos) que son los que calientan o enfrian el producto (Rees y Bettison, 1994). En
ambos casos la temperatura alcanzada es de 120-150°C encontrandose la diferencia en
que en el caso del UHT directo el producto se calienta de forma mas rapida (2-5
segundos) que en el indirecto (20 segundos) lo que conlleva una menor pérdida
nutricional (Fellows, 1994).

D) Secado por atomizacion: es una operacion basica especialmente indicada
para el secado de disoluciones y suspensiones. Se mezcla en cdmara de secado leche
pulverizada (concentrada) en gotitas (10-100 micras) con una corriente de aire caliente
(150-220°C). El aire caliente cede calor a la leche, evaporando el agua y obteniendo la
leche en polvo (Sharma y col., 2003).
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I.2. REACCION DE MAILLARD
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I.2.1. Quimica de la reaccion de Maillard
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La reaccion de Maillard comprende un conjunto de reacciones en cadena que
conducen a la formaciéon de pigmentos pardos con modificaciones del color, olor y
sabor de diversos alimentos. Se desarrolla generalmente a Aw bajas y pH baésico,
necesitando un aporte de calor moderado (Badui, 1981). Estas reacciones se denominan
“Reaccion de Maillard” debido a Louis Camille Maillard, que en 1912 describio la
reaccion entre la glicina y glucosa. En 1953 Hodge propuso un esquema (figura 2)
considerado en la actualidad el mas apropiado para describir esta reaccion.

Figura 2: Reaccion de Maillard (Hodge, 1953; Martins y col., 2001;
Zhang y Zhang, 2007).
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La etapa inicial de la reaccion de Maillard comprende la condensacion de un
grupo carbonilo libre y un grupo amino, que tras deshidratacion da lugar a una base de
Schiff inestable que se transforma en la glicosilamina-N-sustituida. Esta reaccion es
reversible ya que en un medio fuertemente acido se regenera el azticar y el aminodacido.
Las glicosilaminas son mas estables cuando procedan de aminas aromaticas que de
aminoacidos (Rosen y col., 1953; Pigman y Johnson, 1953; Finot y Magnenat, 1981).

El siguiente paso supone la inmediata reorganizacion irreversible de la
glicosilamina-N-sustituida. Cuando se parte de una aldosilamina-N-sustituida, mediante
la transposicion de Amadori, se genera 1-amino-1-desoxi-2-cetosa, mientras que
cuando se parte de una cetosilamina-N-sustituida, mediante la transposicion de Heyns
se genera 2-amino-2-desoxialdosa. Los compuestos de Amadori (Mauron, 1981) y de
Heyns (McPherson y col., 1988) han sido encontrados en diversos alimentos y en el
organismo humano.

La importancia de la transposicion de Amadori para la produccion de colores
pardos, fue demostrada por Hodge y Rist (1953). Con estos conocimientos se pudo
controlar las reacciones de pardeamiento en alimentos desecados.

Los compuestos de Amadori y de Heyns sufren una serie de descomposiciones
que varian en funcion del pH o de la temperatura del medio. Estas reacciones
comprenden las etapas intermedias de la reaccion de Maillard y dan lugar a compuestos
con color y olor.

A pH bajos (pH<7) se produce una enolizaciéon en posicién 1,2 que origina
compuestos dicarbonilicos (potentes precursores del pardeamiento) que dan lugar a 5-
hidroximetilfurfural (HMF) cuando el carbohidrato implicado es una hexosa o furfural
cuando es una pentosa (Moye y Krzeminski, 1963). Por el contrario, a pH basicos
(pH>7) se produce una enolizaciéon en posicion 2,3 que da lugar a reductonas (Cheftel
y Cheftel, 1980) las cuales pueden deshidrogenarse para generar dehidroreductonas y
estas a su vez en etapas mds avanzadas pueden reaccionar con grupos amino y
polimerizar.

Los compuestos de Amadori pueden escindirse dando lugar a diversos productos
de fision (compuestos dicarbonilicos) como el acetal o el diacetaldehido (Nursten,
1989).

La interaccion de aminoacidos con los compuestos dicarbonilicos, ya sean
dehidroreductonas o productos de fisidon, se conoce como degradacion de Strecker y
supone la pérdida de aminoacidos del alimento (Cheftel y Cheftel, 1980). Como
resultado de esta degradacion se formaran nuevos aldehidos con un carbono menos que
se elimina como CO; (Stadman y col., 1952).

Las etapas finales de la reaccion de Maillard son complejas y dan lugar a dos
tipos de compuestos: melanoidinas y compuestos aromaticos volatiles.

Los compuestos aromaticos volatiles de bajo peso molecular se producen sin la
intervencion de grupos amino a través de compuestos de Amadori, pero también puede
realizarse sin formar estos compuestos (Guangyuan y col., 1997) a partir de la reaccion
de 2-desoxiglucosa con aminodacidos, lo cual aporta un 1% de dichos compuestos.
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Cientos de productos volatiles de la reaccion de Maillard han sido identificados
en alimentos y sistemas modelo (Ferretti y Flanagan, 1971, 1972; Hayase y col., 1982;
Millic y Piletic, 1984; Danehy, 1986) y pueden ser clasificados en tres grupos (Nursten,
1980):

- Compuestos simples generados a partir de la deshidratacion de azucares y/o
productos de fragmentacion: furanonas, pironas, ciclopentenos, carbonilos y acidos.

- Compuestos complejos: productos de degradacion de aminoécidos, aldehidos y
compuestos azufrados.

- Compuestos volatiles producidos por nuevas reacciones: pirroles, piridinas,
imidazoles, pirazinas, oxazoles, tiazoles, y productos de condensacion de aldol.

Las melanoidinas son polimeros nitrogenados pardos y copolimeros producidos
mediante la condensacion de compuestos aminados procedentes de las etapas
intermedias de la reaccion de Maillard (O'Reilly, 1982) como son pirroles N-sustituidos,
2-formilpirroles N-sustituidos y 2-furaldehido (Tressl y col., 1998; Martins y col.,
2001). Las melanoidinas varian ampliamente en peso molecular y poseen rasgos
distintivos en la regién visible del espectro (Richards, 1956; Clark y Tannenbaum,
1970).

I.2.1.1. Variables y prevencion de la reaccion de Maillard

Sustratos

Los sustratos que intervienen en la reaccion de Maillard son el grupo carbonilo,
principalmente de aztcares reductores, y el grupo amino de aminoacidos y proteinas.
Grupos carbonilo procedentes de la oxidacion de grasas y de procesos de fermentacion
y grupos amino de distinto origen al anterior también contribuyen, aunque en menor
medida.

Aunque la reaccion de Maillard es una reaccion isomolecular entre un azucar y
un aminodcido, la pérdida del primero siempre es mayor que la del segundo, debido a
que coexisten otras reacciones como la caramelizacion (Adrian, 1982).

Los carbohidratos de bajo peso molecular son mas reactivos que los de alto
peso molecular debido al menor impedimento estérico (Stepanenko y Serbyuk, 1950;
Rubenthaler y col., 1963). Asi, concentraciones estandarizadas de azucares producen
pérdidas de lisina proximas al 16% para los disacaridos, 42% para las hexosas y 60%
para las pentosas. La reactividad de los azucares es proporcional a la cantidad de forma
abierta (Burton y McWeeny, 1963). En los isomeros, la configuracion estereoquimica
determina su reactividad. De forma general, el grado de pardeamiento en los azucares
decrece en el siguiente orden: (1) pentosas, ribosa > xilosa > arabinosa; (2) hexosas:
(galactosa > manosa, glucosa > fructosa); (3) disacaridos (maltosa > lactosa).

Hay que tener en cuenta que el azicar no tiene un grado de reactividad absoluta

y su comportamiento depende también del estado y naturaleza de las proteinas con las
que reacciona. Asi, la rafinosa destruye 6 veces mas lisina de la lactoalbumina que de la
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globulina, aunque pentosas y hexosas presentan una reactividad similar en ambas
proteinas (Overby y Frost, 1952; Frangne y Adrian, 1972a).

Cuando el pardeamiento de Maillard no es deseado puede prevenirse eliminando
uno de los sustratos, normalmente el azacar

Otras moléculas con grupos carbonilo (Montgomery y Day, 1965; Pokorny,
1981) como las formadas por degradacion de Strecker (formaldehido, acetal, propional)
o las producidas durante la degradacion de los compuestos de Amadori (furfural e
hidroximetilfurfural) (Obretenov y col., 1983) pueden reaccionar con los grupos amino
e iniciar otra vez la reaccion. Cuando un alimento contiene productos de estas clases la
reaccion de Maillard puede producirse sin el concurso de los azucares, como ocurre en
el queso o en las frutas y zumos de fruta (Clegg, 1964).

Todas las proteinas, excepto las insolubles (queratina) son susceptibles de
reaccionar con los azucares. Los a-aminoacidos, que forman junto al grupo carbonilo el
enlace peptidico, son poco accesibles durante los tratamientos por calor, al contrario que
los a-aminodacidos terminales y los que tienen un segundo grupo amino en estado libre
(lisina). En la caseina, la cantidad de grupos €-amino libre es 50 veces mayor que la
cantidad del grupo a-amino libre, por lo que la pérdida de lisina a través del grupo € es
la consecuencia nutricional mas grave. Cuando una mezcla de caseina y glucosa se

calienta, la destruccion de histidina alcanza el 17%, la arginina el 22% y la lisina el 46%
(Erbersdobler y col., 1968; Brown y col., 1973).

La intensidad de pardeamiento es proporcional a la concentraciéon de lisina en
los alimentos proteicos. Asi, las proteinas lacteas producen una mayor velocidad de
pardeamiento que las proteinas de soja (Hackler y Stillings, 1967; Wolf'y col., 1977) y
estas mayor que las de los cereales (Frangne y Adrian, 1972a). La destruccion de lisina
en productos lacteos es mas rapida cuando la lactosa es hidrolizada o sustituida por
glucosa; en este caso se puede llegar a una destruccion de hasta un 50% segun el
procedimiento utilizado para la obtencidon de leche en polvo (Burvall y col., 1978; Finot
y col., 1981).

Los aminoacidos basicos libres no reaccionan con los azlcares a una velocidad
marcadamente superior al resto de aminodcidos, sino que es la configuracién
estereoquimica la que determina su comportamiento. Asi, los porcentajes de pérdida de
los aminodcidos fenilalanina, metionina, lisina, isoleucina, treonina y valina fueron
57%, 62%, 69%, 73%, 78% y 80% respectivamente cuando se calentaron con glucosa a
120°C (Adrian, 1963). Por otra parte la presencia de aminoacidos libres condiciona el
desarrollo de la reaccion de Maillard entre lisina y azlcar; la valina acelera la velocidad
de la reaccidn entre lisina-azicar mientras que la arginina la disminuye.

Ashoor y Zent (1984) establecieron en sus ensayos una clasificacion de los
aminoacidos en funcion del grado de pardemiento:

- Aminodacidos productores de alto grado de pardeamiento: lisina, glicina,
triptofano y tirosina.
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- Aminoécidos productores de un grado medio de pardeamiento: prolina,
leucina, isoleucina, alanina, hidroxiprolina, fenilalanina, metionina, valina, acido
glutdmico y asparragina.

- Aminoacidos productores de un grado bajo de pardeamiento: histidina,
treonina, acido aspartico, arginina, acido glutdmico y cisteina.

Sin embargo, otros autores (Wolfrom y Rooney, 1953) estudiaron este mismo
efecto en un sistema glucosa-mezcla de aminoacidos y encontraron que la mayor
intensidad y velocidad de coloracion se obtenia con la arginina y el acido 4-
aminobutirico, seguidos de glicina, alanina, serina y prolina.

La mezcla de proteinas completas y aminoacidos libres produce una mayor
pérdida nutricional; a la pérdida de lisina en proteinas intactas hay que unir la de los
otros aminoacidos (Adrian y Frangne, 1973).

En cuanto a la prevencion, la transformaciéon del grupo amino en amido
mediante las transglutaminasas impide la 1* etapa de la reaccion (Friedman, 1978;
Friedman y Finot, 1990).

En alimentos, una mayor proporcion de azucares reductores respecto a grupos
amino acelera el pardeamiento. Esto puede ser debido a diferentes mecanismos de
destruccion de azlicares y aminodcidos. Jokinen y col. (1976) observaron en un sistema
compuesto por proteina de soja/glucosa calentado a 130°C que la pérdida de glucosa
seguia una cinética de primer orden, mientras que para la destruccion de lisina era de
orden cero. El pardeamiento en sistemas modelo aminoacido/azicar también es maximo
cuando los azlicares estan en exceso. Dworschak y Orsi (1977) comprobaron que la
proporcién molar 6ptima en un sistema metionina/glucosa era de 2:3.

El efecto que sobre el pardeamiento ejerce la concentracion de azucares
reductores depende, asi mismo, de la temperatura de reaccion. Wolf'y col. (1977) en un
sistema modelo similar al anterior, demostraron que un tratamiento térmico de 80°C a
130°C supone un incremento de la reaccion de 5 a 25 veces respectivamente cuando la
concentracion de glucosa es 10 veces la del aminoacido.

pH

El pH inicial de los productos y la capacidad tampdn del sistema influyen en el
tipo e intensidad de las reacciones (Ellis, 1959; Nursten, 1980). Los efectos del pH son
complejos, ya que cada una de las etapas de pardeamiento tiene un pH optimo: a pH < 3
el pardeamiento es bajo y se incrementa conforme aumenta el pH hasta un maximo de
10 (Ashoor y Zent, 1984). En todos los casos, el avance de la reaccion de Maillard
supone un descenso del pH debido a la desaparicion de aminoacidos basicos.

La reactividad del grupo amino es mayor cuando el aminoacido esta en forma
anionica y este valor depende del caracter acido-base del aminoacido. En aminoécidos
acidos (4cido aspartico y glutamico) la forma anionica se produce a pH=3, pero en
aminoacidos basicos (lisina y arginina) se necesita un pH de 10 (Song y Chichester,
1967; Powell y Spark, 1971). A pH mayor de 10, el descenso de protones necesario para
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la catélisis de la reestructuracion de Amadori y Heyns, puede ser la causa del descenso
de esta reaccion (Carson, 1955; Isbell y Frush, 1958).

Si estudiamos el efecto del pH en los alimentos, podemos distinguir:

a) Alimentos cuyo pH esta comprendido entre 6 y 8 (leche, huevos, cereales,
carnes) en los que las condiciones son favorables a la reaccion de Maillard. Un descenso
del pH permite atenuar el pardeamiento durante la deshidratacion, pero modifica
desfavorablemente los caracteres organolépticos.

b) Alimentos cuyo pH esta comprendido entre 2,5 y 3,5 (zumos y concentrados
de frutas). Estos productos son pobres en aminoacidos y la reaccion de Maillard aparece
de forma muy débil. Es la degradacion del 4cido ascorbico, asi como la caramelizacion
de los azucares, la responsable del pardeamiento. Estas reacciones estan catalizadas por
el 4cido citrico y algunos aminoacidos presentes.

c) Alimentos de pH intermedio (conservas vegetales, alimentos fermentados,
miel, salsas, sopas) en los que puede ocurrir simultaneamente la reacciéon de Maillard y
la degradacion del 4cido ascorbico.

Actividad de agua

La intensidad de la reaccion de Maillard depende de la hidratacion del medio. La
maxima actividad se logra a humedad relativa del 50 y 70% (10-15% de agua en el
producto). Jokinen y col. (1976) estudiaron la pérdida de lisina en sistemas modelo con
proteinas de soja y encontraron que para una Aw de 0,67 a 0,70 la descomposicion era
maxima. A niveles de humedad maés altos se produce una disminucién de la velocidad y
se considera que no existe en ausencia de agua.

Esta cinética se explica de la siguiente forma: con un contenido en agua muy
bajo estd frenada la difusion de especies quimicas entre si; la adicion o aumento del
agua facilitan la difusion de los reactantes (Schwart y Lea, 1952; Wolfrom y Rooney,
1953; Labuza y col., 1970) y aumenta la velocidad de pardeamiento. Sin embargo, con
cantidades superiores de agua, las concentraciones de sustancias reactivas en solucion
disminuyen y se reduce, de acuerdo con la ley de accion de masas, la velocidad de la
reaccion (Eichner y Karel, 1972). En sistemas con una humedad pequefia o nula la
reaccion de Maillard podria proseguir por el agua que aparece en las deshidrataciones
de las primeras etapas de la reaccion (Adrian, 1982).

El estado fisicoquimico en sistemas de alimentos puede también afectar a la
reaccion de Maillard. La isoterma de sorcion dependera de si el sistema es cristalino o
amorfo y de otros factores tales como el porcentaje en grasa (O’Brien y Morrisey,
1989). A bajas Aw un sistema de alimentos amorfo absorbe mas agua en el espacio que
hay entre las moléculas, mientras que en un sistema cristalino, la absorcion del agua
solo puede darse en la superficie del entramado del cristal. En alimentos desecados
como la leche en polvo, un cambio del estado amorfo al cristalino ocurre a valores de
Aw = 0,6 a 0,7 (O’Brien y Morrisey, 1989). La fase amorfa absorbe agua hasta que las
moléculas adquieren suficiente movilidad y espacio para formar el entramado del
cristal. Como la cristalizacion se ha iniciado, el agua es expulsada y puede quedar
atrapada en areas localizadas del alimento (Erbersdobler, 1971). Este agua esta entonces
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disponible para la interaccion con otros componentes y afectard al grado de la reaccion
de Maillard, a no ser que se evapore (Erbersdobler y Zucker, 1966).

Por lo general, es durante la deshidratacion cuando los riesgos de pardeamiento
son mayores y en especial en la fase del proceso en que el contenido en agua es inferior
al 20% y la temperatura es elevada. Tratamientos a temperaturas mas bajas presentan el
inconveniente de alargar el proceso de deshidratacion y el alimento permanece maés
tiempo con un contenido critico de agua.

Temperatura

La reaccion de Maillard se produce tanto a temperatura ambiente (conservacion
de numerosos productos) como a altas temperaturas (esterilizacion). La energia de
activacion tiene valores que se encuentran entre 10-160kJ/mol; dependiendo de esta
energia se favorecen unas etapas de la reaccion frente a otras.

Si se correlaciona la temperatura con la pérdida de grupos amino se obtienen
pérdidas equivalentes en un tratamiento corto a intensidad alta o en un calentamiento
débil durante un periodo largo. Asi, en una mezcla de B-lactoalbumina y lactosa se
observa la misma pérdida después de calentar 4 horas a 96°C que después de 4 dias a
55°C (Freimuth y Triibsbach, 1969).

La temperatura que se alcanza en el medio proporciona una determinada energia
de activacion y marca el camino a seguir por las reacciones; el desarrollo de la reaccion
de Strecker, medido por la produccion de CO,, es independiente del color; a 56°C la
reaccion de Maillard produce un fuerte color marrén con una débil emision de CO,,
pero a 100°C ocurre justo a la inversa; para la misma coloracion, la producciéon de CO,
es aproximadamente 5 veces mayor que a 56°C.

Por tanto diferentes aminoacidos con un mismo azucar produciran diferentes
aromas para una misma y distinta temperatura (Mabrouk, 1979), como se observa en el
siguiente esquema:

Aminoacido 100°C 120°C 180°C

Leucina Chocolate dulce Corteza de pan Queso quemado
Treonina Chocolate Trigo Quemado

Valina Pan de centeno Corteza de pan Chocolate-penetrante

Debido a las fuertes energias de activacion de algunas de las reacciones de
pardeamiento, no deben someterse los alimentos a tratamientos térmicos demasiado
enérgicos y ademas hay que conseguir que el almacenamiento sea a una temperatura
moderada para minimizar el avance de la reaccion de Maillard.
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Compuestos aceleradores/inhibidores

La presencia o ausencia de cationes metélicos afecta a la reaccion de Maillard.
Las sales de cobre e hierro aceleran la reaccion mientras que el manganeso y estafio la
inhibe (Bohart y Carson, 1955; Kato y col., 1981; Alais y Linden, 1990). El hierro es
considerado como catalizador del pardeamiento en la salsa de soja y también como
constituyente de cromo6foros melanoidinicos (Hashiba y col., 1981). Hay que hacer
notar que los primeros estudios atribuyen efectos a los cationes metalicos debidos al
descenso del pH que se produce en su incorporacion al sistema (Powell y Spark, 1971).
La influencia de los iones sobre la reaccion depende de la concentracion y del pH del
sistema (Rendleman y Inglett, 1990). Ellis (1959) admiti6 que elementos como cobre,
hierro y zinc inhibian el pardeamiento a pH acido y que el cobalto solo aceleraba la
reaccion en soluciones acidas, pero no lo hacia en soluciones neutras.

Los compuestos carbonilos procedentes de los lipidos oxidados, son también
capaces de reaccionar con los grupos amino favoreciendo el desarrollo de la reaccion de
Maillard (Zamora y Hidalgo, 1995; Seiquer y Navarro, 2003). Cuando los lipidos
participan en la reaccion, es posible que la presencia de vitamina E, debido a su caracter
antioxidante reduzca la velocidad (Hermosin y col., 1992).

Compuestos como el etilmalonato, fenilacetona, sales de aminas terciarias, acido
acético y trifluoruro de boro catalizan la reaccion de Maillard y la transposicion de
Amadori (Yoshimura y col., 1969).

La adicion de acido glutdmico o aspartico en sistemas modelo con lisina/hexosa
a pH constante, produce una disminucion del pardeamiento (Nafisi y Markakis, 1983).
Estos efectos pueden ser asociados a la estabilidad de los compuestos de Amadori
formados con el 4cido glutdmico o aspartico, ya que se ha demostrado que el
pardeamiento aparece mas lentamente que con otros compuestos de Amadori (Eichner y
Ciner-Doruk, 1981).

La presencia o ausencia de oxigeno no deberia afectar a la reaccion de Maillard.
La intensidad de pardeamiento a veces varia con la atmosfera. El oxigeno tiende a
incrementar la coloraciéon (Webb, 1935; Volgunov y Pokhno, 1950; Kraft y Morgan,
1952) sin embargo este pardeamiento depende de factores mas complejos, en los cuales,
puede no darse la reaccion de Maillard (Bohart y Carson, 1955). No obstante durante la
conservacion de cereales infantiles se observo un ligero incremento de los indicadores
de pardeamiento, furosina, HMF y color, en los conservados en atmosfera de nitrégeno
que en los conservados en atmosfera de oxigeno (Ramirez-Jimenez y col., 2003 y
20044d).

Los compuestos quimicos mas utilizados para la inhibicién del pardeamiento son
los sulfitos, que reaccionan con los compuestos carbonilos, bases de Schiff y
compuestos carbonilos no saturados para dar sulfonatos muy estables. Los sulfitos fijan
asi los productos intermedios mas reactivos del pardeamiento no enzimatico, con lo que
alargan el periodo de induccion y retardan mucho la aparicion de pigmentos. Algunas
veces, cuando desaparecen los sulfitos libres, se reinicia el proceso de pardeamiento.

Friedman y Molnar-Perl (1990a) realizaron un estudio sobre la posible
inhibicién o minimizacién de la reaccion de Maillard, producida por aminoacidos
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azufrados. Trataron a diferentes temperaturas y concentraciones mezclas de glucosa y B3-
alanina, N-acetil-L-lisina, glicilglicina y una mezcla de aminoacidos, en ausencia y
presencia de los siguientes inhibidores potenciales: N-acetil-L-cisteina, L-cisteina,
glutation reducido, bisulfito sddico y urea. Los resultados indicaron que los compuestos
que contienen grupos SH, tales como la cisteina, L-acetil-L-cisteina y glutation reducido
son casi tan efectivos en la prevencion de la reaccion de Maillard en mezclas calentadas
de aminoacidos y glucosa, como el bisulfito de sodio. La urea es menos eficaz pero
puede tener un importante papel en productos para alimentacién animal por ser una
importante fuente de nitrdgeno para rumiantes como ovejas y vacas (Friedman y col.,
1982).

Los sucesivos trabajos de Friedman y Molnar-Perl (1990a y b) han demostrado
que los aminodcidos azufrados pueden prevenir el pardeamiento en varios productos
alimenticios. En zumos frescos, zumos de frutas comerciales y alimentos proteicos, la
N-acetil-L-cisteina tiene la misma eficacia que el bisulfito de sodio (Friedman y
Molnar-Perl, 1990b).

1.2.1.2. Consecuencias nutricionales de la reaccion de Maillard

Pérdida de aminoacidos esenciales

La reaccion de Maillard reduce el valor nutritivo de los alimentos al disminuir la
disponibilidad bioldgica de los aminodcidos esenciales (O’Brien y Morrisey, 1989).
Esta reduccion se produce aunque no se observen cambios en el color y aroma de los
alimentos (Mauron, 1981) y se debe a la destruccion de aminodcidos mediante la
reaccion de Maillard. La lisina es el aminodcido mas afectado de la reaccion de
Maillard; no obstante, el tratamiento térmico de los alimentos produce pérdida de otros
aminoacidos esenciales como aminoacidos azufrados (Adrian, 1982; Bjorck y col.,
1983), triptéfano (Bjorck y col., 1983) e histidina (Lee y col., 1982).

La base de Schiff formada en la primera etapa de la reaccion deja
nutricionalmente disponible al aminoécido (Finot y Mauron, 1972; Finot y col., 1978;
Finot y Magnenat, 1981); no sucede lo mismo con el compuesto de Amadori. Finot
(1990) demostr6é que s6lo un 5-15% de la N-g-fructosa-lisina administrada a animales
de experimentacion es utilizada como fuente de aminoécido. Erbersdobler y col. (1989 y
1991) observan que el 90% de la N-g-fructosa-lisina administrada oralmente a 42
personas voluntarias en forma de caseina glicosilada no se encontraba en orina ni en
heces, e indica que puede ser metabolizada por la microflora intestinal.

Un nivel bajo de aminoacidos (< 0,5%) pueden ser generados “in vivo” a partir
de los compuestos de Amadori (Sgarbieri y col., 1973; Finot y col., 1978; Finot y
Magnenat, 1981; Perkins y col., 1981). La microbiota intestinal puede ser la responsable
de la regeneracion de estos aminoacidos (Finot y Magnenat, 1981).

La pérdida nutricional del alimento depende del tipo de proteina, carbohidrato,
severidad del tratamiento y binomio tiempo/temperatura. Estudios en ratas alimentadas
con diferentes tipos de proteina y combinadas con un 10% de carbohidratos tratados en
autoclave (Knipfel y col., 1975) muestran que:
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a) El peso ganado por ratas alimentadas con proteinas de huevo,
independientemente del carbohidrato, es menor que el de las ratas alimentadas con
proteinas de leche y soja y la utilizacién proteica neta de la caseina es mayor que la
obtenida con proteinas de huevo y soja.

b) La digestibilidad de la proteina de huevo es menor que la de soja y leche.

c¢) La presencia de glucosa o fructosa reduce el valor nutritivo en una proporcion
mayor que cuando el tratamiento se realiza s6lo con proteina. La celulosa y el almidon
tienen poco efecto sobre el valor nutricional.

La suplementacion de alimentos tratados térmicamente con aminodcidos de
sintesis no restituye el valor nutricional inicial del alimento. Rao y col. (1963)
demostraron que cuando la caseina se calentaba con glucosa el coeficiente de eficacia
proteica (CEP) pasaba de 2,6 a 0,7 y cuando se adicionaba lisina y metionina se elevaba
a 2,2; resultados similares se obtienen en leche en polvo.

La digestibilidad del nitrégeno y la liberacién “in vitro” de aminodcidos por
hidrdlisis enzimética es menor que el porcentaje de pérdida o bloqueo de lisina. Una
destruccion de un 52% de lisina y un 2% de metionina se produce cuando se calienta
soja a 120°C durante 4 horas y sin embargo la proteolisis de estas muestras indica que la
digestibilidad se reduce en un 72% para la lisina y 42% para la metionina (Riesen y col.,
1947).

La fraccion de aminodcidos utiles “in vitro” es siempre mayor que el CEP.
Pérdidas de un 15% de lisina y 35% de metionina en carnes muestran una disminucioén
de un 50% en la utilizacion proteica neta (Donoso y col., 1962). Ademas, el porcentaje
de aminoacidos es menor que la digestibilidad obtenida sobre todo para la metionina,
lisina y treonina (Bruggemann y Erbersdobler, 1968; Erbersdobler y col., 1972). Las
proteinas que permanecen tienen menor eficacia nutricional.

A pequefias dosis, las premelanoidinas formadas (8,5-50,0 mg de nitrogeno
degradado/kg de dieta) poseen un efecto beneficioso, ya que gracias a su aroma y sabor
estimulan la ingestion de alimentos. En los casos mas favorables se ha observado un
incremento de un 40%, lo que ha producido un aumento en peso de los animales de
experimentacion del 25% (Adrian y col., 1966). Sin embargo, a grandes dosis, el
nitrogeno degradado de las premelanoidinas no es util aunque sea retenido y su
presencia es perjudicial para el organismo. En animales de experimentacion se obtienen
pérdidas de peso de 1,36 g/dia (dieta libre de nitrogeno y premelanoidinas) frente a 1,13
g/dia en el control (dieta libre de nitrogeno) (Adrian y Frangne, 1973).

Efecto sobre los enzimas digestivos

La reaccion de Maillard produce cambios en la estructura proteica que impiden
la accion de las peptidasas digestivas en las proximidades de los enlaces cruzados. “In
vitro” se observa una mayor cantidad de péptidos y menor de aminodacidos libres (Ford
y Salter, 1966; Adrian y Frangne, 1973) e “in vivo” un descenso de la digestibilidad
(Adrian y Frangne, 1973).
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Junto a estos efectos se ha observado que algunos componentes de la reaccion de
Maillard pueden inhibir la actividad de los enzimas digestivos. Adrian y Frangne,
(1973) demostraron que los productos hidrosolubles (premelanoidinas) del sistema de
reaccion glucosa/glicina inhibian la proteolisis “in vitro” de globulinas de soja,
seroalbuminas y O-lactoalbuminas por el sistema pepsina/tripsina/erepsina y que la
tripsina es el enzima mas afectado por la presencia de productos de Maillard. En otros
ensayos (O’Brien y Motrrisey, 1989), las cantidades de lisina y metionina resultantes de
la digestion proteolitica de péptidos en presencia de compuestos pardos, eran inferiores
a las determinadas en ausencia de los mismos.

Los efectos inhibidores de los productos de bajo peso molecular sobre la
actividad de algunas enzimas fueron confirmados por Oste y col. (1986 y 1987). La
tripsina, las carboxipeptidasas A y B, la aminopeptidasa N y la enzima citosodlica
glicina-leucina dipeptidasa, se afectan por estos compuestos. No se vieron afectadas la
dipeptidilpeptidasa IV o la prolina dipeptidasa.

Las disacaridasas intestinales también pueden verse afectadas. Los productos de
Maillard de bajo peso molecular son inhibidores “in vitro” de la lactasa, invertasa,
maltasa y trehalasa, a concentraciones de 5 a 10 mg/ml (Oste y col., 1985). Los
compuestos de peso molecular alto también causan inhibicion a concentraciones de 1,4
a 2,8 mg/ml. Cuantitativamente s6lo estos ultimos parecen tener importancia en la
disminucién de la actividad enzimdtica (Oste y col., 1983, 1985). En contra de esto,
otros autores afirman que la administracion oral de melanoidinas a ratas incrementa la
actividad disacaridasa de los enzimas del intestino delgado de forma proporcional a la
dosis (Gomyo y Miura, 1986).

Moughan y col. (1996) han sugerido que los compuestos de la reaccion de
Maillard podrian incluso complicar la absorcion y digestibilidad del nitrogeno que ha
quedado sin reaccionar. En un estudio realizado con dietas animales ricas en caseina,
estos autores han encontrado menor digestibilidad de la lisina intacta tras el tratamiento
térmico frente a la lisina de la misma dieta sin tratar. Seiquer y col. (2006) también
reportan efectos negativos de las dietas ricas en productos de la reaccion de Maillard
sobre la digestibilidad de las proteinas.

Efecto sobre las vitaminas

La influencia que sobre las vitaminas ejercen los compuestos de la reaccion de
Maillard no son muy conocidos. Algunas premelanoidinas pueden reaccionar con las
vitaminas y destruirlas. Ford y col. (1983) demostraron la pérdida de tiamina y piridoxal
durante el almacenamiento de leche en polvo durante 9 semanas a 60°C. La tiamina
tiene un grupo amino y la vitamina Bg o piridoxal tiene un grupo aldehido; ambos
pueden, tedricamente, participar en la reaccion de Maillard. A 70°C la destruccion de la
tiamina, Be, B1» y 4cido pantoténico era mas rapida y ocurria de forma paralela a la
degradacion de la lactulosa-lisina y a la aparicion de productos de la reaccion de
Maillard. Otros autores (Finot y Furniss, 1989) encontraron pérdidas similares de
vitaminas B, Be, B> y 4cido pantoténico mientras que el 4cido nicotinico y la biotina
eran relativamente insensibles.

La destruccion del acido ascorbico en algunos alimentos esta estrechamente
relacionada con la reaccion de Maillard (Archer y Tannenbaum, 1979). El acido
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dehidroascorbico reacciona, via Maillard, con los compuestos amino de los alimentos
para formar pigmentos rojos y pardos (Namiki y col., 1986; Ishii y col., 1986). La
pérdida nutricional de esta vitamina por la reaccion de Maillard es insignificante; en las
condiciones de almacenamiento y procesado habituales, gran parte del 4cido ascorbico
se destruye antes que la reaccion de Maillard tenga caracter significativo (Archer y
Tannenbaum, 1979).

Efecto sobre los minerales

Los productos de la reaccion de Maillard interfieren con el metabolismo de los
minerales, aunque la naturaleza de las interacciones entre ambos es atin poco conocida.

La importancia de las uniones de los productos de la reaccion de Maillard con
los metales ha sido estudiada por diversos autores. Asi, en 1975 Hrdlicka realiz6 un
ensayo in vitro en el que sefialaba que al calentar mezclas de glucosa-glicina o fructosa-
glicina en presencia de sales de Fe™ y Cu™, se originan pigmentos insolubles
(melanoidinas) que actuan como agentes quelantes de dichos cationes, de manera que al
ser introducidos en dietas para animales podrian afectar la biodisponibilidad de los
cationes.

Rendleman (1986), en sus estudios de quelacion de minerales por los productos
de la reaccion de Maillard en alimentos, demuestra que panes elaborados con leche
presentan una mayor afinidad por el cobre y calcio que los que no la llevan como
ingrediente. Al poseer la caseina una mayor afinidad por el calcio cuando se calienta
junto con lactosa, este autor concluye que el efecto observado en los panes elaborados
con leche se debe también a los productos de Maillard. Posteriormente, Rendleman y
Inglet (1990) han propuesto que dos iones H' son sustituidos por un ién Cu** que se
une asi a la melanoidina.

La hipotesis del desplazamiento de los hidrogeniones ha sido constatada por
O’Brien y col. (1994), quienes afirman que el desplazamiento de protones es evidente
en la mayoria de los sistemas estudiados. Estos autores sugieren que existe un orden de
afinidad para acomplejar los distintos minerales:

Mg>Cu=Ca>Zn

La capacidad de complejacion de metales podria explicar algunos efectos como
la inhibicion de metaloenzimas (Carboxipeptidasas A y B) (Schepf y Satterrle, 1986), el
efecto inhibidor de los compuestos de Maillard en el transporte de metales en el
intestino delgado (Schepf y Satterrle, 1986) y el efecto antimicrobiano que poseen estos
compuestos (Einarsson y col., 1988).

A nivel bioldgico existen datos experimentales, tanto en ratas como en humanos,
que sugieren alguna influencia de los productos de la reaccion de Maillard sobre la
excrecion urinaria de diversos cationes. Los primeros estudios del efecto adverso que
tienen los productos de la reaccion de Maillard sobre el metabolismo de los minerales
aparecen en 1975 (Stegink y col., 1975; Freeman y col., 1975). Un grupo de voluntarios
mostrd un incremento notable en la excrecion renal de zinc y cobre cuando se les
administré intravenosamente soluciones de aminoacidos y proteinas calentadas en
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autoclave con glucosa. Estos resultados se confirmaron seis afios mds tarde y se
observo, ademas, que el efecto sobre el magnesio es nulo (Stegink y col., 1981).

Johnson y col. (1983) no encuentran el mismo efecto cuando la via de
administracion es la oral, aunque observan una disminucion de la capacidad de
retencion de zinc a largo plazo, en sujetos que se alimentan con productos pardos (corn
flakes). La orina de estos sujetos contiene mds compuestos aminados de alto peso
molecular que la de los que no los toman y el zinc que aparece en orina se encuentra
quelado a estos compuestos.

La formacion de complejos entre iones metalicos y productos de la reaccion de
Maillard se ha demostrado “in vitro” (Hashiba, 1986; Homma y col., 1986; Gregor y
Emery, 1987; O’Brien, 1988).

En animales de experimentacion (ratas) se observa que cuando se administra
oralmente en la dieta una cierta proporcion de productos de Maillard aumenta la
excrecion urinaria de calcio, hierro, cobre (Hurrel, 1990) y especialmente zinc (Furniss
y col., 1989; Friedman, 1996). Como el tnico elemento que se elimina cuando se
administra intravenosamente es el zinc parece que existe un mecanismo distinto entre la
excrecion del zinc y la de los demaés; la del zinc probablemente debida a su efecto
nefrotdxico (Furniss y col., 1986) y a la quelacion a nivel intestinal por parte de las
premelanoidinas (Furniss y col., 1989). Estos efectos no se producen cuando se
administra el compuesto de Amadori €-fructosil-lisina libre (O’Brien y col., 1986;
O’Brien y Morrisey, 1989).

En estos mismos animales se ha demostrado que los productos de Maillard
inhiben la absorcion de calcio por el intestino delgado, bien por efecto quelante, bien
por afectar al metabolismo enterocitico. En ratas normales esta disminucion se
compensa por la mayor absorcion de este elemento en el intestino grueso, hecho que no
ocurre en ratas sin microflora intestinal. Esto parece indicar que la microflora
metaboliza, en parte, los productos de Maillard, o bien que los productos de Maillard
modifican la microflora (O’Brien y Morrisey, 1989). Sin embargo la eficacia neta de la
absorcion es menor ya que disminuye la cantidad de aminoécidos (sobre todo lisina de
las proteinas) que actuan favoreciendo la absorcion del calcio (Wasserman y
Lengenmann, 1960). En otros estudios llevados a cabo recientemente en ratas
alimentadas con formulas infantiles esterilizadas mostraron una mejor absorcién de
calcio en los productos con un estado mas avanzado de la reaccion de Maillard, pero a
su vez se ha demostrado una peor utilizacion de este (Sarrid y col., 2001).

Animales alimentados con productos de la reaccion de Maillard presentaron una
marcada reduccion de la concentracion de Ca en hueso, en comparacion con el grupo
control (Delgado-Andrade y col., 2006). En estudios relizados en ratas, Delgado-
Andrade y col. (2007a), sugieren que a largo plazo el consumo de productos de la
reaccion de Maillard podria dar lugar a alteraciones en la salud osea, lo que podria
contribuir al desarrollo y avance de enfermedades 6seas degenerativas asociadas con el
envejecimiento. Sin embargo la adicion de glucosa-lisina y glucosa-metionina
conteniendo productos de la reaccion de Maillard en la dieta, incrementan la absorcion y
retencion de cobre en ratas, y la acumulacion en algunos 6rganos (Delgado-Andrade y
col., 2002).
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La formacion de complejos con los productos de la reaccion de Maillard pueden
alterar la biodisponibilidad de los minerales (Navarro y col., 2000; Seiquer y col.,
2000), por modificar su forma fisicoquimica (especie) en el alimento o en el lumen
intestinal, por alterar el proceso de absorcion o por afectar su normal metabolismo y
excrecion (Navarro, 2003).

1.2.1.3. Indicadores quimicos y bioldgicos de la reaccion de Maillard

La extension de la reaccion de Maillard en alimentos puede seguirse con
numerosos métodos que incluyen desde los clasicos ensayos quimicos a los ensayos
biologicos. Los objetivos principales son definir en el alimento, el estado nutricional,
caracteristicas organolépticas y su posible toxicidad después del procesado y/o
almacenamiento, para asi optimizar los procesos de elaboracion y conservacion y
conseguir productos con una buena calidad final y un alto valor nutritivo.

Segtin el método utilizado se obtendra informacion de las diferentes etapas de la
reaccion (figura 3).

Figura 3: Indicadores de la reaccion de Maillard.
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La furosina, carboximetillisina (CML), hidroximetilfurfural (HMF), pirralina y
pentosidina son los marcadores mas ampliamente utilizados en la evaluacion nutricional
de alimentos tratados por calor (Erbersdobler y Somoza, 2007). El continuo desarrollo
de las técnicas analiticas hace posible que se aislen y caractericen cada vez mas
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compuestos especificos de cada etapa de la reaccion (Ledl y Schleicher, 1990; Loscher
y col., 1991; Westwood y Thonalley, 1995; Morales y Van Boeckel, 1996; Morales y
Arnoldi, 1999; Drusch y col., 1999).

METODOS QUIMICOS

Los métodos quimicos que se utilizan en el control de las reacciones de
pardeamiento quimico en los alimentos no necesariamente se relacionan con el efecto
biologico que estos alimentos producen en animales de experimentacion (Adrian, 1982).

Determinacion de azacares

Los azucares son sustrato de las reacciones de pardeamiento quimico. Sin
embargo, en alimentos que sufren calentamientos muy drasticos, la medida de la
disminucién del poder reductor, basado en la disminucion de aztcares, no es adecuada.
En condiciones extremas las reacciones de Maillard y caramelizacion producen
sustancias reductoras que alcanzan las 2/3 partes del poder reductor total determinado
(Adrian y Frangne, 1973).

La determinacion de azlicares se suele realizar mediante cromatografia gaseosa
con columna capilar, previa formacion de los trimetilsilil derivados (Troyano y col.,
1992; Jiménez y col., 1994; Mateo y Bosch-Reig, 1997; Fernandez-Artigas y col., 2001;
Contreras-Calderon y col., 2008). Otras técnicas son utilizadas para determinar los
azicares de muestras con lactosa hidrolizada (Corradini y col,, 2001) y con
maltodextrinas (Moreno y col., 1999) como son la cromatografia en capa fina (TLC),
cromatografia liquida de intercambio anidnico de alta resolucion con deteccion
mediante pulsos amperométricos (HPAEC-PED) (Delgado-Andrade y col., 2007b) y
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion mediante indice de refraccion
(HPLC-RI).

Determinacion de aminoacidos
a) Determinacion de aminodcidos totales

Los aminoacidos se determinan quimicamente tras la hidrolisis proteica con
acido clorhidrico concentrado (6 N) a 110-130°C durante un periodo entre 10 y 24
horas. Esta hidrdlisis no solo libera la lisina disponible bioldégicamente sino una parte
proporcional de la bloqueada y por lo tanto "no util" (Finot y Mauron, 1972). De forma
general puede decirse que la determinacion del total de los aminoacidos en alimentos no
transformados puede utilizarse como medida de la eficacia bioldgica (existen algunas
excepciones como el caso de la metionina en la soja cruda) pero esta determinacion no
sirve en alimentos trasformados.

b) Determinacion "in vitro" de aminodcidos disponibles
El aminoacido mas estudiado es la lisina y los métodos quimicos utilizados se
basan en la medida de la lisina disponible o reactiva. El grupo €-amino libre puede

reaccionar con agentes especificos y esto da lugar a los diferentes métodos: método del
fluorodinitrobenceno (Carpenter, 1960; Mottu y Mauron, 1967), método de guanidacién
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(Mauron y Bujard, 1964), método del 4cido trinitrobenceno-sulfénico, TNBS (Kakade y
Liener, 1969; Tomarelli y col., 1985), método de reduccion con borohidruro (Hurrell y
Carpenter, 1974), método de pérdida de reactividad a determinados agentes
fluorogénicos (Vigo y col., 1992), método de colorantes enlazados con lisina (Hurrell y
Carpenter, 1975; Hurrell y col., 1979) y método de succinilacion (Anderson y Quicke,
1984).

El 2,4 dinitrofluorobenceno (FDNB) es el reactivo cldsico que se utiliza para
reaccionar con el grupo amino. Carpenter y Ellinger (1955) y Carpenter (1960) lo
aplicaron con ¢éxito para determinar el grupo €-amino de la lisina por medida
colorimétrica (435 nm) del derivado formado (dinitrofenillisina, DNP-lisina) tras
hidrdlisis de la muestra con acido clorhidrico. La separacion de DNP-lisina de otros
DNP-aminoacidos que se logra con éter y el paso por columnas cromatograficas tipo
Amberlita mejoran la especificidad del método (Nielsen y Weidner, 1966). En
alimentos ricos en carbohidratos y/o fuertemente calentados, este método, posee
discrepancias con los métodos biologicos de "lisina util" (Baliga y col., 1959; Miller y
col., 1965; Boctor y Harper, 1968). Las discrepancias observadas en alimentos con alto
contenido en carbohidratos se compensan, en parte, multiplicando por factores (1,05 y
1,1) que corrigen la pérdida de DNP-lisina sufrida por la presencia de sustancias
reductoras (Carpenter, 1960; Kakade y Evans, 1966; Booth, 1971).

El DNP-lisina puede ser determinado mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), lo que permite realizar el analisis de forma més especifica. Por otra
parte, la hidrolisis de las muestras en autoclave permite reducir considerablemente el
tiempo de analisis (Rabasseda y col., 1988).

De forma indirecta la lisina Util puede determinarse midiendo el aminoacido
antes y después del tratamiento con fluorodinitrobenceno (Roach y col., 1967).

El método con el acido trinitrobencenosulfonico (TNBS) presenta la ventaja de
ser mas rapido que el ensayo con FDNB (2 horas de reaccion con TNBS, seguido de 1
hora de hidrélisis). Sin embargo, la técnica sobrevalora la concentracion de lisina
disponible (Holsinger y Posati, 1975) debido a la reaccion del TNBS con los
compuestos de Amadori (Mauron, 1981).

El o-ftaldialdehido (OPA) es un reactivo fluorogénico que se utiliza para
determinar grupos amino, principalmente lisina (Vigo y col., 1992). El método es muy
sensible, requiere poca muestra, un tiempo de analisis reducido y no necesita hidrolisis
de proteinas (Goodno y col., 1981). La pérdida de fluorescencia que ocurre tras el
tratamiento de los alimentos ha sido usada para el control del procesado térmico de
leche (Morales y col., 1996a), cereales infantiles (Ramirez-Jimenez y col., 2004a y b),
formulas infantiles (Ferrer, 2001; Guerra-Hernandez y col., 2002a y b) y férmulas
enterales (Rufian-Henares y col., 2002a y b).

Determinados aniones coloreados se combinan, a pH bajo, con los grupos
basicos de lisina, histidina y arginina, y con los grupos a-amino terminales de proteinas.
La medida del color desarrollado, que en un principio se utilizé para conocer la cantidad
de proteinas de los alimentos, es utilizada también para medir el dafio proteico como
consecuencia de la reaccion de Maillard. Los colorantes anionicos acido naranja 12 y
azul brillante remazol han correlacionado bien con los valores de lisina 1til obtenidos
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con el método del FDNB (Hurrell y Carpenter, 1975; Holsinger y Posati, 1975; Hurrell
y col., 1979). El tiempo requerido para realizar el ensayo con esta técnica es corto pero
presenta el inconveniente de obtener un valor del dano causado por Maillard en
proteinas inferior al real (Mauron, 1981; Hurrell y Carpenter, 1981; Erbersdobler y
Anderson, 1983), ademas la técnica no es tan sensible como la del FDNB.

Compuestos de Amadori

En leche y formulas infantiles también se evalua el dafio térmico mediante el
analisis del compuesto de Amadori, lactulosillisina y no a través de la furosina, su
producto de hidrdlisis (Henle y col., 1991a). Los valores obtenidos por estos autores son
de 3 a 6 veces mas altos que los obtenidos mediante el andlisis de furosina, lo que
sugiere que este ultimo método produzca una subestimacion del dafio térmico de las
primeras etapas de la reaccion de Maillard. El compuesto de Amadori fructosil-y-
aminobutirico ha sido propuesto como indicador de conservacion de zumos de naranja
deshidratados (Del Castillo y col., 1998).

Furosina

La furosina fue uno de los primero productos identificados de la RM, la cual fue
cuantificada en alimentos hace 40 afios como un indiocador quimico de los compuestos
de Amadori (N*-fructosillisina) (Erbersdobler y Somoza, 2007).

La furosina libre o combinada a proteinas, libera mediante hidrdlisis acida dos
nuevos aminodcidos, furosina (20%) y piridosina (10%) y se recupera el 50% de la
lisina bloqueada (Finot y Mauron, 1972) (Figura 4). En condiciones similares, la -
lactulosa-lisina genera un 32% de furosina y un 40% de lisina (Bujard y Finot, 1978).
Hay que tener en cuenta que la cantidad de furosina generada puede variar al depender
de las condiciones de hidrodlisis utilizadas (Erbersdobler y col., 1970; Finot y Mauron,
1972; Guerra y Corzo, 1996; Cardenas y col., 2003).

Erbersdobler y Zucker (1966) fueron los primeros que detectaron en un
hidrolizado de leche de leche en polvo desnatada secada con rodillos mediante
cromatografia de intercambio i6nico un compuesto que eluia en la zona de los
aminoacidos basicos después de la arginina y daba positiva la reaccion de la ninhidrina.
Este compuesto aumentaba en funcién del tratamiento térmico aplicado a la leche.
Heyns y col. (1968) y Finot y col. (1968) la sintetizaron e identificaron llamandole
furosina (e-N-furoil-metil-L-lisina).
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Figura 4: Formacion de furosina a partir de la e-fructosillisina.
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Los primeros métodos de determinacion de furosina utilizan cromatografia de
intercambio i6nico de aminoacidos (Moller y col., 1977a y b; Finot y col., 1981;
Erbersdobler y col., 1987; Messia y col., 2001). Estos métodos son caros y producen
sobreestimacion del dafio producido en la lisina (Henle y col., 1991a y b). La
cromatografia de gases, previa derivacion (Ruttkat y Erbersdobler, 1994) y la
electroforesis capilar (Tirelli, 1998; Delgado-Andrade y col., 2005) también han sido
usadas. Pero es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) la técnica mas
utilizada para la determinacion de furosina. Resmini y col. (1990) propusieron la
separacion de furosina en fase reversa con par io6nico (columna Cg) y elucion con
gradiente. Posteriormente Delgado y col. (1992) pusieron a punto un método en el que
separaron furosina utilizando fase reversa con par idnico (columna C;g) y elucion
isocratica. Ambos métodos son sensibles, reproducibles y rapidos. Mediante este
método se ha evaluado la modificacion de la lisina en numerosos alimentos: leche
(Lopez-Fandifio y col., 1993; Corradini y col., 2001; Leclere y Birlouez-Aragon, 2001;
Baptista y Carvalho, 2004; Rada-Mendoza y col.,, 2005), foérmulas infantiles
(Evangelisti y col., 1994; Birlouez-Aragon y col., 1999; Sarria y col., 2001; Guerra-
Hernéndez y col., 2002a y b; Ferrer y col., 2003; Morales y col., 2004; Baptista y
Carvalho, 2004; Martysiak-Zurowska y Stolyhwo, 2007), queso manchego (Corzo y
col., 2000), galletas (Harris y Johnson, 1987), pasta (Resmini y Pellegrino, 1994), pan
(Ramirez-Jiménez y col., 2001; Cardenas y col., 2004), pasas de corinto (Sanz y col.,
2001), huevos (Hidalgo y col., 1995), cereales infantiles (Guerra-Hernandez y Corzo,
1996; Guerra-Hernandez y col., 1999; Ramirez-Jiménez y col., 2003), miel (Cardenas y
col., 2003; Villamiel y col., 2001), formulas enterales (Rufidn-Henares y col., 2002a y
b), sistemas modelo (Rufian-Henares y col., 2004a), e ingredientes proteicos (Contreras-
Calderén y col., 2008).
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Los compuestos 2-furoilmetil-y-aminobutirico y 2-furoilmetil-arginina han
sido propuestos como indicadores de elaboracidon y conservacion de pasas de corinto
(Sanz y col., 2001).

Fluorescencia

La fluorescencia es especifica de la reaccion de Maillard y se favorece a altas
temperaturas y medio alcalino (Stewart y Kline, 1948; Pearce, 1949). La aparicion de
compuestos fluorescentes se produce antes que la formacidon de pigmentos marrones
(Friedman y Kline, 1950; Overby y Frost, 1952; Morales y van Boekel, 1997) aunque
ambos presentan un periodo de induccion. Dependiendo de las condiciones del medio
(pH, temperatura, Aw) y del tipo de reactantes la fluorescencia puede mostrar un
maximo para luego decrecer (Baisier y Labuza, 1992), incrementan de forma continua
(Cerutti y col., 1985; Huyghues-Despointes y Yaylayan, 1996) o bien alcanzar una
concentracion estable (Kato y col., 1989).

Los fluoroforos derivan de deshidrataciones como las que les suceden a las bases
de Schiff y son moléculas con nitrégeno y dobles enlaces (Chio y Tappel, 1969). Los
compuestos fluorescentes y los coloreados no necesitan tener la misma estructura pero
los fluor6foros necesariamente son los precursores de los pigmentos pardos (Morales y
van Boekel, 1998). La formacion de compuestos fluorescentes se correlaciona mejor
que el pardeamiento en la generacion de compuestos antioxidantes en la reaccion de
Maillard (Morales y Jiménez-Pérez, 2001). Una de las estructuras propuesta es la
siguiente (Chio y Tappel, 1969; Malshet y Tappel, 1973):

-N=CH-CH=N-CO,H-CH,-N=CH-CH,-CH,-NH-CO,H-CH,-N=CH-CH-OH

El estudio del avance de la reaccion de Maillard se ha realizado mediante
diversos sistemas modelo: estudios cinéticos de la reaccion de caseina con glucosa o
lactosa (Morales y col., 1996b), control de la formacion de productos antioxidantes
derivados de la reaccion de Maillard en mezclas de glucosa o lactosa con lisina, alanina
o glicina (Morales y Jiménez-Pérez, 2001) y estudio de la formacion de puentes
cruzados durante la degradacion de la caseina con lactosa (Siegl y col., 2000). Asi
mismo, la determinacion de compuestos fluorescentes ha sido aplicada para el control
del tratamiento térmico en férmulas infantiles (Birlouez-Aragon y col., 1999; Ferrer y
col., 2005b; Bosch y col., 2007), leche (Morales y col., 1997a; Birlouez-Aragon y col.,
1998) y formulas enterales (Rufian-Henares y col., 2002a y b).

5-Hidroximetilfurfural (HMF)
deteccion de HMF. Para su cuantificacion se puede utilizar el método colorimétrico con
acido tiobarbiturico propuesto por Keeney y Basette (1959) que permite obtener los
valores de HMF libre, y el HMF libre mas el HMF potencial, derivado de otros
intermediarios de pardeamiento (HMF total). Sin embargo, la cantidad de HMF
encontrada en leche procesada con este método son muy variadas e incluso
contradictorias. La reaccion entre el acido 2-tiobarbittrico y el HMF para formar un
complejo coloreado que se mide a 443 nm no es especifica y el complejo obtenido no es
muy estable (Konietztko y Reuter, 1986).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica que mas se
utiliza en la actualidad, ya que permite estimar el contenido de HMF de forma maés
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exacta al separarlo de posibles interferencias (Ferrer y col., 1999). Las muestras liquidas
son sometidas a una clarificacion previa con Carrez (Garcia-Villanova y col., 1993) o
TCA, separandose el sobrenadante obtenido con columnas de fase reversa y condiciones
isocraticas (Porreta, 1992; Garcia-Villanova y col., 1993). Aunque la técnica parece
adecuada, en alimentos con proteinas lacteas se han encontrado compuestos que
coeluyen con el HMF (Van Boekel y Zia-Ur-Rehman, 1987), por lo que es necesario
controlar los componentes de las fases moviles (Morales y col., 1992) o purificar las
muestras con solventes organicos (Rufian-Henares y col.,, 2001a). Asi se han
conseguido resultados satisfactorios analizando HMF en leche (Van Boekel y Zia-Ur-
Rehman, 1987; Morales y col., 1992, 1995 y 1996a; Morales y Jimenez-Perez, 1999),
cereales de desayuno (Garcia-Villanova y col., 1993; Rufian-Henares y col., 2006a y b),
zumos, concentrados y desidratados de frutas (Porreta y Sandei, 1991; Garza y col.,
2001; Fernandez-Artigas y col., 1999), café (Dauberte y col., 1990; Murkovic y Bornik,
2007), cerveza (Morawski y col., 1989), vino (Willians y col., 1983) cereales infantiles
(Guerra-Hernandez y col., 1992, Ferndndez-Artigas y col., 1999a), productos panarios
(Ramirez-Jiménez y col., 2000a y b, 2001; Cardenas y col., 2004), formulas enterales
(Rufian-Henares y col., 201a y b), miel (Szczesna y Rybak-Chmielewska, 1999; Risner
y col., 2006), churros (Morales y Arribas-Lorenzo, 2008) y formulas infantiles (Albala-
Hurtado y col., 1998 y 1999; Ferrer y col., 2000, 2002 y 2005a; Guerra-Hernandez y
col., 2002a y b; Chavez-Servin y col., 2006; Martysiak-Zurowska y Stotyhwo, 2007).

Recientemente ha sido aplicada la técnica de electroforesis capilar a la
determinacion de HMF en leche (Morales y Jiménez-Pérez, 2001).

Este indicador también proviene de las reacciones de caramelizacion y como
control de este proceso se utiliza en miel (Jeuring y Kuppers, 1980; Martinez-Goémez y
col., 1993; Cardenas, 2001) y zumos de frutas (Lee y col., 1986), entre otros.

Furfural

El furfural es un compuesto furdnico que se produce en las reacciones de
degradacion del acido ascorbico, caramelizacion y reaccion de Maillard (etapas
intermedias). Este compuesto es formado durante tratamientos térmicos, deshidratacion
o almacenamiento a temperaturas inadecuadas de alimentos como batatas (Sun y col.,
1993), mermelada de fresa (Gomis y col., 1991), zumos de fruta (Lo Coco y Novelli,
1997), bebidas alcohdlicas (Lo Coco y col., 1995), café (Kanjahn y col., 1996; Kanjahn
y Maier, 1997 a y b), cereales de desayuno (Rufian-Henares y col., 2006a y b) y
formulas infantiles sélidas y liquidas (Albald-Hurtado y col., 1997a, 1999; Guerra-
Hernéndez y col., 2002a; Ferrer y Col., 2002, 2005a y b; Chévez-Servin y col., 2006).

El furfural no se detecta en los zumos frescos, sin embargo este se incrementa en
condiciones de calentamiento o almacenamiento a temperaturas elevadas. Se ha
encontrado una buena correlacion entre el contenido de furfural y aromas no deseables
en estos productos, por tanto el furfural es un buen indicador de calidad (Nagy y
Randall, 1973; Marcy y Rouseff, 1984; Mijares y col., 1986; Lee y Nagy, 1988;
Espinosa-Mansilla y col., 1992).

41



Revision Bibliografica

En la actualidad la determinacién de furfural se realiza casi exclusivamente por
HPLC ya que esta técnica permite la cuantificacion de forma individual. Se separa en
columnas de fase reversa y se mide a 277 nm aprovechando el alto coeficiente de
absortividad molar.

Glucosilisomaltol

El glucosilisomaltol (glucopiranosil-oxi-2-furil-metil-cetona o 2-acetil-3-D-
glucopiranosil-furano) es un compuesto que se forma en el calentamiento de maltosa
con aminas primarias y secundarias (Kramholler y col., 1992). Estos mismos autores
demuestran que existe relacion entre la formacion de este compuesto y la temperatura y
tiempo de reaccion de los sustratos. Resmini y col. (1993) en estudios sobre sistemas
modelo realizados con azlicares y azucares-aminodcidos detectan glucosilisomaltol
unicamente en el sistema que contiene maltosa y glutamina. Estos mismos autores
proponen este compuesto como indicador de sobrecalentamiento de pasta durante el
secado. Recientemente este compuesto ha sido identificado en productos panarios
(Cardenas y col., 2004), papillas de cereales durante el proceso de elaboracion y
conservacion de estos productos (Ramirez-Jimenez, 2001), cereales infantiles (Guerra-
Hernéndez y col., 2002c¢), cereales de desayuno (Rufian-Henares y col., 2006a y b) y
galletas (Rufian-Henares y col., 2008)

Absorcion en el ultravioleta

Tanto la reaccion de Maillard como la caramelizacion producen moléculas que
absorben entre 250 y 300 nm (Friedman y Kline, 1950; Patton y Chism, 1951;
Chichester y col., 1952). En medio acido o en exceso de glucosa las sustancias
responsables de la absorbancia son el HMF, que absorbe a 284 nm, y su producto de
degradacion, el acido levulinico, que absorbe a 265 nm (Singh y col., 1948).

Un mismo aminoacido con diferentes azicares y diferentes aminoacidos con un
mismo azucar producen, en su calentamiento, una gran variedad de compuestos que
absorben en el ultravioleta. El azicar y el aminoacido tienen la misma importancia. Las
variables de la reaccion (humedad, temperatura) determinan la intensidad de medida
pero no modifican el espectro caracteristico (Adrian, 1982).

Esta técnica a sido usada para monitoriar el avance de la reaccion de Maillard en
cereales infantiles (Fernandez-Artigas y col., 1999), pan (Ramirez-Jimenez y col.,

2001), férmulas infantiles (Guerra-Hernandez y col., 2002a) y en sistemas modelo
aminoacidos-azucar (Ju-Woon y col., 2006; Chawla y col., 2007).

Aldehidos de Strecker

La degradacion de aminoacidos produce aldehidos especificos (Nakanishi e Itoh,
1967; Ramshaw y Dunstone, 1969) como los que se observan en la tabla 1.2.1.3-1 y que
pueden ser determinados como medida de la intensidad de la reaccion.

Tabla 1.2.1.3-1: Aldehidos especificos generados durante la degradacion de Strecker.
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Aminoacido
Aldehido
Alanina Acetal
Acido glutamico Butanal
Cisteina Etanal o propanal
Glicina Metanal
Isoleucina Isobutiraldehido
Leucina Isovaleraldehido
Metionina Metional o propanal
Norvalina Butanal
Ornitina Pirrolina
Fenilalanina Fenilacetal
Prolina Pirrolina
Serina Glyoxal
Treonina 2-hidroxipropanal
Valina 2-metil propanal

Eichner y Ciner-Doruk (1981) analizan mediante espacio de cabeza,
acetaldehido, aldehido isobutirico e isovalerianico formados via degradacion de
Strecker y encuentran que su concentracion incrementa conforme aumenta la
temperatura de obtencion del tomate en polvo y es el isovaleraldehido, debido a su bajo
umbral de percepcion, el que mejor se correlaciona con los cambios organolépticos
desagradables en este tipo de alimentos.

El metional, compuesto de la degradacion de Strecker formado a partir de la
metionina, también ha sido usado como indicador del grado de pardeamiento. La
pérdida de metionina es importante en aquellos alimentos en los que este aminoacido es
limitante. La adicion de metionina libre da lugar a alimentos con muy mala
palatabilidad, debido a la produccién de sulfuros voldtiles resultantes del pardeamiento
y degradacion de Strecker (Cuq y col., 1973; Shemer y Perkins, 1974). Las pérdidas
nutricionales y el aroma desagradable, problemas asociados a la adicion de metionina,
se resolvieron con el uso de un derivado de la metionina, la N-acetil-L-metionina
(NAM), que fue recomendada (Damico, 1975) y aprobada como aditivo (FDA, 1979).
Este compuesto es mas estable a la reaccion de Maillard que la metionina (Porretta,
1992).

La medida del dioxido de carbono producido esta ligada a la degradacion de
Strecker, aunque a veces, una pequefia proporcion proviene de la accidon de los azucares
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sobre los 4cidos carboxilicos, como ocurre en leches en polvo mal conservadas (Henry y
col., 1948) o en tomates y concentrados de ciruela.

Acidez

La reaccién de Maillard produce acidificacion del medio. El incremento que se
produce en las primeras etapas es paralelo a la utilizaciéon de los grupos amino y al
desarrollo de fluorescencia. La acidificacion es el resultado de la pérdida de la
capacidad tamponante del grupo amino sobre el carboxilico y de la aparicion de acidos
débiles como levulinico, piravico, lactico y formico (Vodrazka y Soucek, 1960; Wahl,
1960; Fagerson, 1969). La medida de esta acidez, que se relaciona con la intensidad de
tratamiento térmico, ha sido utiliza en leche (Van Boeckel, 1998).

Pirralina (Epsilon-pirrol-lisina)

La determinacion de €-pirrol-lisina es util para el seguimiento de las etapas mas
avanzadas de la reaccion de Maillard. La concentracion de este compuesto es muy baja
en comparacion con la e-fructosa-lisina cuando la intensidad del tratamiento térmico es
pequeia y se incrementa notablemente cuando este se prolonga (Chiang, 1988).

La formacion de e&-pirrol-lisina, denominada también lisilpirralina,
lisilpirrolaldehido o pirralina, en la reaccion de Maillard, fue descrita por vez primera
por Nakayama y col. (1980) en un sistema glucosa y lisina calentado a 105°C durante 6
h. La determinacion de este compuesto se ha realizado principalmente en cromatografia
liquida, bien de cambio i6nico (Henle y Klostermeyer, 1993) o de fase reversa (Chiang,
1988; Resmini y Pellegrino, 1994) aunque también se han descrito métodos que utilizan
cromatografia de capa fina (Kato y col., 1982).

Este indicador ha sido propuesto para evaluar la extension de la reaccion en
alimentos tratados a alta temperatura y/o en alimentos de larga conservacion y se ha
determinado de forma libre en leche sin grasa, salsas instantaneas, leches desecadas y
cacao (Chiang, 1988) y unido a proteinas en leche esterilizada y evaporada (Henle y
Klostermeyer, 1993; Morales y Van Boeckel, 1996), pasta (Resmini y Pellegrino, 1994),
formulas enterales (Rufian-Henares y col., 2004b) e ingredientes proteicos (Contreras-
Calderon y col., 2008). Recientemente, Hegele y col. (2008) determinan pirralina libre y
unida a proteina en productos lacteos, encontrando valores muy superiores en la
proteina libre, por lo que lo que concluyen que los productos de glicacion libre no son
un adecuado indicador de la extencion de la glicacion de las proteinas en productos
lacteos.

Carboximetillisina

La carboximetillisina (CML) es un indicador de etapas avanzadas y ha sido util
en alimentos tratados térmicamente. Uno de los origenes de la carboximetilisina son los
compuestos de Amadori, y se forma cuando el tratamiento térmico es mas severo. La
CML ha sido cuantificada por ELISA en férmulas infantiles (Birlouez-Aragon y col.,
2004; Dittrich y col., 2006), leches calentadas y en polvo (Tauer y col., 1999), leche
materna (Dittrich y col., 2006) y en alimentos de consumo diario (Goldberg y col.,
2004); y por técnicas cromatograficas GC/MS (Charissou y col., 2007), HPLC/FD
(Drusch y col., 1999; Delgado-Andrade y col., 2007b) o por LC-MS/MS (Ahmed y
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col., 2005; Fenaille y col., 2006; Hegele y col., 2008) en leche cruda, pasteurizada,
UHT, leche condensada, leche semidescremada y formulas infantiles.

Lactulosa

El tratamiento térmico de carbohidratos conduce a la isomerizacion de los mismos.
En productos con leche el calor puede producir lactulosa (Adachi y Patton, 1961). Este
indicador es utilizado para diferenciar leches higienizadas a diferentes temperaturas:
pasteurizacion, esterilizacion y UHT directo e indirecto (Geier y Klostermeyer, 1983;
Andrews, 1984; Olano y col.,, 1986; Leclere y Birlouez-Aragon, 2001; Yurova y
Denisovich, 2003; Montilla y col., 2006). También ha sido utilizado para controlar el
proceso de esterilizacion y conservacion de formulas infantiles (Sarria y col., 2001;
Guerra-Hernandez y col., 2002a y b).

Color

La coloracion se puede producir con el concurso o no del aminoacido. Durante
la caramelizacion el color proviene de la degradacion del azicar y esta depende sobre
todo del pH y temperatura (Schroeder y col., 1955).

La presencia de aminoacidos tiende a incrementar el fenomeno en proporciones
variables. El aminoacido probablemente reacciona con compuestos carbonilicos
insaturados que son formados al principio de la reaccion y que son los responsables de
la fluorescencia (Burton y col., 1963; Carson y Olcott, 1954). La coloracion es débil a
pH é&cido y se intensifica a pH neutro y alcalino. Por tanto, los aminodcidos neutros o
acidos tienen poco efecto sobre la intensidad del color y los aminoacidos bésicos la
refuerzan a pH superiores a 6.

Los compuestos coloreados pueden ser divididos en dos grupos: compuestos de
bajo peso molecular con 2-4 anillos fusionados y dobles enlaces conjugados (Ames,
1992; Ames y col., 1993) y melanoidinas, que poseen pesos moleculares de varios miles
de daltons y presentan distintos cromoéforos (Ames y Nursten, 1989; O’Brian y
Morrissey, 1989).

El color se relaciona con el tratamiento térmico, aunque no es un criterio
sensible para el estudio de la reaccion de Maillard, comparado con otros métodos
(Friedman y Kline, 1950; Bookwalter y Kwolek, 1981). La cuantificacion del color
puede ser un indicador de la severidad del tratamiento térmico (Rhim y col., 1988) o de
la eficacia de los procesos tecnoldgicos (Giangiacomo y Messina, 1988) en leche,
aunque para ello es necesario obtener una referencia estable de leche cruda sin tratar
(Rampilli y Andreini, 1992; Pellegrino y col., 1993).

Los métodos empleados para determinar el pardeamiento incluyen tanto
determinaciones analiticas como medidas Opticas (Morales y Van Boekel, 1998). Las
técnicas analiticas para la determinacién de compuestos coloreados se dividen de
acuerdo con el peso molecular de estos. Tradicionalmente la cromatografia en capa fina,
cromatografia en columna y cromatografia liquida de alta resolucién han sido
empleadas para los compuestos de bajo peso molecular (<500 Da) mientras que la
cromatografia de intercambio i6nico y la de exclusion molecular son utilizadas para
compuestos de alto peso molecular (Rizzi, 1997).
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Las medidas opticas comprenden tanto la determinacién de la absorbancia a 420
nm y la medida de la reflactancia. La absorbancia a 420 nm ha sido clasicamente usada
como medida de color en sistemas modelo de azucares y azucares-aminodcidos para
indicar la reactividad de los diferentes componentes (McWeeny, 1981; Porter, 1987;
Cuzzoni y col., 1988; Yeo y Shibamoto, 1991; Tsai y col., 1991; 1zzo y Ho, 1993;
Fernandez-Artigas y col., 1999a; Morales y Van Boekel., 1998). Esta medida ha sido
también aplicada en zumos de vegetales como indicador del tratamiento térmico y
conservacion de estos productos (Sullivan, 1981; Eichner y Wolf, 1983; Wong y
Stanton, 1989; Nagy y col., 1990; Lee, 1992; Miltz y col., 1995) asi como en panes
tostados (Ramirez-Jiménez y col., 2001) y cereales infantiles (Fernandez-Artigas y col.,
1999a) para el control del tratamiento térmico.

El color desarrollado en las reacciones de pardeamiento quimico también puede
seguirse mediante medida de los parametros de color del sistema CIE (1986) (Comision
Internacional para la Iluminacion), L* (luminosidad), a* (rojo-verde) y b* (amarillo-
azul) que nos proporciona el fotdmetro de reflexion. Este método se ha usado en
sistemas modelo (Hidalgo y Zamora, 1993; Morales y van Boekel, 1998; Rufian-
Henares y col., 2004a) leches calentadas (Kessler y Fink, 1986; Pagliarini y col., 1990),
leches almacenadas (Rampilli y Andreini, 1992), pan tostado (Ramirez-Jiménez y col.,
2001) férmulas infantiles (Ferrer y col., 2005b; Guerra-Hernandez y col., 2002b; Rossi
y Pompei, 1991), cereales infantiles (Fernandez-Artigas y col., 1999a; Ramirez-Jiménez
y col., 2003 y 2004d; Bosch y col., 2007), formulas enterales (Rufian-Henares y col.,
2002a) y dietas consumidas usualmente por adolecentes (Delgado-Andrade y col.,
2007b).

Hidrdlisis enzimatica “in vitro*

La hidroélisis enzimatica “in vitro®, ha sido usada para evaluar la disponibilidad
de aminodacidos en proteinas danadas por calor (Ford y Salter, 1966; Mottu y Mauron,
1967; Bujard y Finot, 1978).

Estos métodos se basan en el hecho de que los aminoacidos bloqueados no son
hidrolizables por las proteasas. Por tanto la utilizacion de papaina, tripsina, pepsina y
pancreatina (Mauron y col., 1955; Ford, 1964; Kakade y Evans, 1966) y la medida de
los aminodacidos y péptidos producidos en alimentos calentados frente a controles puede
indicar el grado de biodisponibilidad de las proteinas en alimentos tratados
térmicamente (Ford y Salter, 1966; Frangne y Adrian, 1967; Frangne y Adrian, 1972b).
La técnica de hidrélisis enzimatica “in vitro” puede realizarse inmovilizando las
enzimas sobre un soporte granulado de cristal poroso, en un reactor de flujo continuo
(Swaisgood y Catignani, 1985; Chung y col., 1986).

La medida de aminoacidos libres es facil pero no la de oligopéptidos; esto puede
llevar a resultados de dificil interpretacion. Por ello los métodos enzimaticos se han
combinado con métodos microbioldgicos en los que se mide el crecimiento de
Lactobacillus, Leuconostoc o Streptoccocus, microorganismos que utilizan para su
crecimiento tanto aminoacidos libres como oligopéptidos (Adrian, 1982).

ENSAYOS BIOLOGICOS
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Determinacion "in vivo" de la eficacia proteica

Se han realizado numerosos ensayos en ratas para evaluar la pérdida de
aminoacidos esenciales en alimentos como consecuencia de la reaccion de Maillard
(Mauron, 1981).

Dentro de los métodos biologicos se han utilizado y se siguen utilizando el PER
(Protein Efficiency Ratio), Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (CEC), Valor
Sustitutivo de la Proteina, Valor Bioldgico (VB), Utilizacién Neta de la Proteina (NPU)
y Valor Productivo de la Proteina (PPV) (Sanchez y col., 1963; Schaafsma, 1994). En el
hombre, el indice bioldgico que mejor nos informa acerca de la calidad de la proteina es
el balance de nitrégeno. Sin embargo, la aplicacion de este método (en el que se debe
calcular la ingesta de nitrégeno y las pérdidas fecales y urinarias) tiene dificultades
técnicas y éticas que dificultan en gran medida su aplicacion de rutina (Martinez-
Agustin y Martinez de Victoria, 2006).

En alimentos donde no ha ocurrido reaccion de Maillard, el valor de lisina
digestible total puede ser muy cercano al valor de lisina disponible (Peterson y
Warthesen, 1979). Para los alimentos que han sido procesados o almacenados por
periodos largos, la lisina puede perder su valor nutrivo, principalmente debido a la
reaccion de Maillard. Esta lisina que reacciond no es susceptible al ataque enzimatico
quedando nutricionalmente no disponible (Hurrell y carpenter, 1981; Moughan, 2005a).

Los métodos "in vitro" ofrecen informacion de la intensidad de la reaccion de
Maillard y de la inactivacion de aminoacidos, pero no de la eficacia proteica de los
alimentos fuertemente calentados. Estas discrepancias son debidas a efectos toxicos y
antinutricionales de las premelanoidinas formadas durante el calentamiento.

En los ultimos afios, los bioensayos mas utilizados han sido, el PER, VB y NPU.
Todos ellos utilizan ratas en crecimiento y evaltian la ganancia de peso por gramo de
proteina ingerido, el primero y los dos tltimos valoran el nitrogeno retenido frente al
absorbido (VB) o al ingerido (NPU) por lo que tienen en cuenta la utilizacion
metabolica y la digestiva y metabdlica respectivamente. Las principales criticas a estos
métodos estan basadas en los diferentes requerimientos en aminoacidos de la rata y el
hombre ya que en el hombre predominan los procesos de mantenimiento respecto al
crecimiento y por otro lado, los requerimientos de aminoacidos azufrados son mayores
en rata para sustentar el crecimiento del pelo (Moughan, 2005b; Bos y col., 2000;
Schaafsma, 2005).

Con estos antecedentes, y gracias a los progresos tecnoldgicos en el andlisis de
aminoacidos y al mejor conocimiento de los requerimientos de aminodcidos
indispensables en humanos (FAO/WHO, 1990; FAO/WHO/UNU, 1985), la calidad
proteica puede evaluarse expresando el contenido del primer aminodcido indispensable
limitante de la proteina problema como porcentaje del contenido del mismo aminoacido
en el patron de referencia de aminoacidos indispensables (o frente a una proteina
"patron" o "ideal"). Posteriormente, este porcentaje se corrige con el coeficiente de
digestibilidad verdadero (CDV) de la proteina problema realizando un bioensayo en
ratas. Este método se conoce como Computo de aminoacidos corregido con la
digestibilidad de la proteina (PDCAAS) (Schaafsma, 2000).
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PDCAAS (%) = mg/g de proteina del problema del primer aminoacido limitante
/ mg/g de proteina de referencia del mismo aminoacido x CDV.

Este indice de calidad se basa en dos presunciones, que el aminoacido limitante
esencial en una proteina o mezcla proteica es el factor critico para alcanzar los
requerimientos de aminoacidos y que la proteina solo puede cubrir los requerimientos
nutricionales cuando se absorbe en el tracto gastrointestinal (Schaafsma, 2000).

También existen métodos para estimar la biodisponibilidad de forma global,
especialmente para proteinas que han sido sometidas a un procesado quimico o por
calor. Estas aproximaciones tienen en cuenta los tres componentes citados, el de
integridad quimica asi como, utilizacion digestiva y metabolica. EI método de uso mas
frecuente es el ensayo de razon de pendiente (slope-ratio assay) (Malcom y col., 2005).
Se lleva a cabo en animales y basicamente consiste en comparar la fuente proteica (de
aminoacidos) problema con el aminodcido estdndar puro que queremos estudiar. Por
ejemplo, para determinar la biodisponibilidad de la lisina en legumbres procesadas, se
formula una dieta basal deficiente en el aminodcido a la que se le suplementa con la
fuente problema (legumbres) o con lisina pura (100% biodisponible) en cantidades
iguales a las que aporta la primera, junto con otros componentes que simulen los
aportados por las legumbres. Se controla el crecimiento, la retencion de nitrégeno u otro
pardmetro adecuado para nuestros objetivos. Se comparan las pendientes de las dos
respuestas y la biodisponibilidad de la lisina se expresa como la relacion entre las dos.
El slope-ratio assay ha sido aplicado en harina de semilla de algodon, comidas con
carne, harina de semilla de girasol, harina de colza, leche desnatada en polvo y harina de
soja (Fernandez y Parsons., 1996; Batterham y col., 1979), harina de carne y huesos
(Batterham y col., 1986; Wang y Parsons., 1998), harina de sangre (Batterham y col.,
1986), granos secos de destileria (Lumpkins y Batal., 2005), maiz (Parsons y col., 1998)
y guisantes calentados (Van Barneveld y col., 1994). Los inconvenientes de este ensayo
son la duracién, complejidad y costo ya que hay que disefiar dietas y experimentos
repetidos para cada aminoacido. Se han propuesto otros ensayos mas cortos y baratos
que utilizan la oxidacion de un aminoacido indicador (fenilalanina) cuando hay otro
aminodcido limitante, por ejemplo la lisina. Cuando este Ultimo no sea limitante,
disminuira a oxidacion del indicador, que se utilizara en la sintesis proteica (Ball y col.,
2004; Moehn y col., 2005).

Se esta postulando un nuevo concepto en calidad proteica al que se le denomina
Indice de efectividad proteica (Darragh, 2005). Este indice atna todos los aspectos
clasicos de calidad proteica, digestibilidad, incluida la velocidad de absorcion de
aminoacidos, composicion en aminoacidos y utilizacién metabolica, al que se le afiade
el de bioactividad potencial de la proteina en su conjunto, de distintos péptidos incluidos
en ella y liberados durante el proceso de utilizacion digestiva y/o su posible impacto
sobre otros nutrientes.

Recientemente Rutherfurd y Moughan (2007) han desarrollado un nuevo
bioensayo (Biolysine) para determinar el contenido lisina util en alimentos y piensos.
Consiste en el ensayo de una dieta en hombres o animales, donde lo digerido es
recogido a partir del ileum terminal, y el contenido en lisina reactiva tanto de la dieta
como de lo digerido es determinada usando la reaccion de guanidacion. El digerido se
muestrea como lo opuesto al total recogido, y el contenido de lisina reactiva en el ileum
terminal es relacionada con la ingesta dietética. La digestibilidad aparente de la lisina
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ileal es calculada como la diferencia entre los aminodcidos consumidos en la dieta y los
degeridos en el ileum. La digestibilidad aparente se ajusta a la verdadera mediante la
correccion de la lisina endégena (asumida como lisina reactiva). El ensayo de Biolisina
ha sido usado en una amplia gama de alimentos procesados y piensos (Rutherfurd y col.,
1997), productos a base de leche (Rutherfurd y Moughan, 2005), alimentos preparados,
cereales de desayuno (Rutherfurd y col., 2006) y alimentos para mascotas (Rutherfurd y
col., 2007).

Los métodos micobioldégicos se basan en la utilizacion de microorganismos con
requerimientos conocidos de aminodcidos, observando el crecimiento u otro pardmetro
relacionado con la utilizacion de la proteina de ensayo (Martinez-Agustin y Martinez de
Victoria, 2006).

1.2.1.4. Reaccion de Maillard en formulas infantiles

Las FI son sometidas a diferentes tratamientos térmicos durante su fabricacion,
tales como mezcla de ingredientes, esterilizacion y en el caso de las formulas so6lidas a
un secado por atomizacion.

Una de las més importantes modificaciones inducidas por el tratamiento térmico
y condiciones prolongadas de almacenamiento es la reaccion de Maillard, la cual
envuelve aminodcidos y azucares reductores y puede producir pérdida del valor
nutricional (Henle y col., 1991a).

Ademas, en las FI en polvo se dan una serie de factores que las hacen muy
sensibles a la reaccion de Maillard: 1a calidad de la materia prima, la composicion de las
formulas (elevada relacion lactosa/proteinas), los tratamientos térmicos a que se
someten durante el proceso de elaboracion y las condiciones de humedad y temperatura
que sufren durante el almacenamiento que puede prolongarse a dos afios (Palombo y
col., 1984; Van Mil y Jans, 1991; Varnam y Sutherland, 1995).

La reaccion de Maillard origina efectos favorables y desfavorables en los
alimentos. Los aspectos desfavorables afectan al valor nutritivo, toxicologico,
organoléptico y tecnoldgico. Los procesos tecnoldgicos aplicados a la leche y formulas
infantiles son controlados para evitar la pérdida de aminodcidos esenciales y la
aparicion de caracteristicas organolépticas indeseables (Evangelisti y col., 1994).

Las perdidas de lisina util y disminucion de la digestibilidad de las proteinas son
las principales consecuencias nutricionales de la reaccion de Maillard durante la
elaboracion y conservacion de formulas infantiles (Ferrer y col., 2003; Puig y col.,
2003)

Con el objeto de controlar y limitar, en lo posible los efectos de la RM y
conseguir que el contenido de lisina del producto final sea similar al de la materia
prima, es necesario optimizar los tratamientos térmicos y las condiciones de
almacenamiento del producto (Anantharaman y Finot, 1993).

Ademas del deterioro sensorial de los alimentos, como consecuencia de un
procesado y conservacion inadecuado, la reaccion de Maillard tiene especial interés en
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las FI en polvo que han sufrido en su elaboracion procesos de concentracién o
deshidratacion, formandose colores no deseados, o sabores a rancio o a viejo que
impiden su comercializacion. En estos sabores participan, ademas la oxidacion de los
lipidos.

La prevencion de la reaccion de Maillard en las FI es dificil y solo se puede
conseguir controlando las condiciones de temperatura y tiempo de los tratamientos
térmicos utilizados en la elaboracion y de su posterior almacenamiento.

Predecir los cambios que sufren los alimentos durante el procesado es de gran
importancia para la industria alimentaria, ya que les permitiria controlar y optimizar los
procesos y obtener productos de mejor calidad. Para ello es de gran importancia conocer
los cambios que se producen en los alimentos desde la materia prima, procesado y
posterior almacenamiento, con el fin de proporcionar a la industria datos que permitan
elaborar productos de la maxima calidad nutritiva y minimizar los compuestos que
pueden tener propiedades toxicas (Ames, 1998).

Ferrer y col. (2000) obtuvieron pérdidas del 20% de lisina, medida como OPA
reactiva, durante la elaboracién de formulas infantiles solidas. Anantharaman y Finot
(1993) pérdidas del 5 al 10% durante la atomizacién de formulas infantiles y del 20 al
50% en el secado de rodillos. Rossi y Pompei (1991) estudiaron diferentes procesados
de formulas infantiles liquidas, encontrando pérdidas entre el 18,4 y 26,3%. Ferrer y col.
(2003) conservan formulas infantiles de inicio y continuacion durante 24 meses a 20 y
37°C, encontrando perdidas en lisina util entre 20-24%, y 48-49% respectivamente para
las dos temperaturas ensayadas. Guerra-Hernandez y col. (2002b) reportan perdidas en
lisina util de 8,9 y 88,3% en formulas infantiles conservadas durante 3 meses a 20 y
55°C respectivamente.

El contenido en carbohidratos reductores en ingredientes proteicos estd
estrechamente relacionado con la pérdida de lisina (Evangelisti y col., 1994; Albala-
Hurtado y col., 1997a; Sri-Sumartini y Kantasubrata, 1993).

Albala-Hurtado y col. (1997b) determinaron compuestos furanicos totales y
libres en formulas infantiles solidas y liquidas y en leche en polvo. Posteriormente
determinaron los compuestos furfurales formados, HMF vy furfural, durante el
almacenamiento de formulas infantiles en polvo (Albala-Hurtado y col., 1998). Estos
autores encontraron que la concentracion de ambos compuestos se incrementa durante
el tiempo de almacenamiento, si bien el incremento de furfural es mayor (Albalé-
Hurtado y col., 1999). En el mismo tipo de muestras (formulas infantiles), Ferrer y col.
(2000, 2002, 2005a); Chavez-Servin y col. (2006) estudian la evoluciéon de HMF y
furfural durante la conservacion, encontrando un aumento de estos indicadores cuanto
mayor era el tiempo y temperatura de almacenamiento. Guerra-Hernandez y col.
(2002b) conservan formulas infantiles en polvo a 20 y 30°C bajo atmosfera de oxigeno
y nitrogeno, encontrando mayor incremento de HMF cuando las formulas se
conservaron en nitrogeno. Contreras-Calderén y col. (2008) estudian el dafio térmico
por Maillard en ingredientes proteicos, encontrando compuestos furanicos solo en las
proteinas de suero lacteo.

Ferrer y col. (2003), conservan férmulas infantiles adaptadas y de continuacién
durante 24 meses a 20 y 37°C encontrando incrementos de furosina durante el primer
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afio para las dos formulas y temperaturas estudiadas. Guerra y col. (2002b) estudian los
cambios quimicos en formulas infantiles en polvo conservadas durante 90 dias a 20 y
55°C bajo atmosfera de oxigeno y nitrégeno, encontrando los mayores incrementos de
furosina tras 30 dias a 55°C bajo atmosfera de nitrogeno, tiempo a partir del cual el
indicador desciende. Otros autores (Morales y col.,, 2004; Fenaille y col., 2006;
Penndorf y col., 2007; Martysiak-Zurowska y Stolyhwo, 2007) determinan furosina en
diferentes tipos de formulas infantiles, encontrando valores comprendidos entre 130 y
1551 mg/100 g de proteina, los cuales son superiores a los encontrados por Baptista y
Carvalho (2004), 21,4-81,5 mg/100 g de proteina.

Birlouez-Aragon y col. (2004) estudian la glicacion de la proteina en formulas
infantiles, encontrando una concentracion media de 1,2 y 1,4 pg/g de proteina en
formulas en polvo y liquidas, respectivamente. Dittrich y col. (2006) determinan CML
en formulas infantiles, encontrando valores entre 514 y 11372 ng/ml. Charissou y col.
(2007) encuentran concentraciones de CML en férmulas infantiles en polvo entre 5 y 40
ng/mg de proteina. La modificacion de las proteinas por la RM durante el procesado de
formulas infantiles en polvo fue seguida mediante la determinacion de CML,
encontrando valores entre 26 y 322 ng/mg de protein (Fenaille y col., 2006).

Los niveles de pirralina encontrados en alimentos procesados son bajos, lo que
explica su limitado uso como indicador (Van Boeckel, 1998). No existen trabajos
previos en formulas infantiles, sin embargo se ha encontrado pirralina en proteina de
suero lacteo (41 mg/100 g de proteina) empleado en la elaboraciéon de férmulas
infantiles (Contreras-Calderén y col., 2008).

Ferrer y col. (2005b) encuentran incrementos en la intensidad de fluorescencia
tras conservar formulas infantiles de inicio y continuaciéon durante 24 meses a 20 y
37°C. Rufian-Henares y col. (2006¢c) encuentran un incremento en la intensidad de
fluorescencia de 3,8% (punto inicial) a 122% (tras calentamiento a 140°C/30 min) en
sistemas modelo elaborados con proteinas usadas en la elaboracion de férmulas
infantiles calentados a diferentes tiempos y temperaturas.

Ferrer y col. (2005b) estudian el color en formulas infantiles en polvo adaptadas
y de continuacioén durante la conservacion, observando incrementos (AE) en el tiempo.
En estudios realizados en sistemas modelo de férmulas infantiles, Rufian-Henares y col.
(2004a) concluyen que las atapas avanzadas de la reaccion de Maillard pueden ser
seguidas mediante la determinacion del color, cuando los ingredientes iniciales
presentan un alto dafio térmico, o los sitemas modelo han sido calentados a altas
temperaturas por largo tiempo.

Otros estudios realizados en formulas infantiles han observado menor
biodisponibilidad en calcio (Sarrid y col., 2001), hierro y zinc (Sarria y Vaquero, 2001)
en formulas liquidas que en formulas solidas, lo que se ha correlacionado con el mayor
pardeamiento de las primeras.
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Objetivos

Valorar el dafio térmico de los ingredientes proteicos usados en la elaboracion de
formulas infantiles mediante la seleccion de indicadores de pardeamiento quimico
apropiados.

Evaluar el dafno térmico sufrido durante el procesado de férmulas infantiles
elaboradas con diferentes ingredientes mediante la seleccion de los indicadores de
pardeamiento quimico mas adecuados, asi como determinar su perdida nutricional.

Conocer la extension de las reacciones de pardeamiento quimico y la calidad

nutricional durante la conservacion de diferentes tipos de formulas infantiles a lo largo
2 afios de vida ttil bajo diferentes condiciones de temperatura y humedad.
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II. MATERIAL Y METODOS
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Los estudios realizados en este trabajo se llevaron a cabo en ingredientes
proteicos, formulas infantiles comerciales, sistemas modelo y muestras correspondientes
a las distintas etapas de elaboracion de las formulas infantiles.

I1.1.1. Ingredientes proteicos

Algunos ingredientes proteicos fueron cedidos por una industria de productos
dietéticos y otros fueron obtenidos del comercio. En la tabla II.1.1-1 se muestran los

ingredientes estudiados.

Tabla I1.1.1-1: Ingredientes analizados.

Ingrediente Denominacion | Tipo/Estado
Lactosuero Lactosuero 1 Solido
Proteina de suero lacteo baja en lactosa PSLBL Sélido
Proteina de suero lacteo PSL Solido
Lactosuero E-300 Solido
Lactosuero Lactosuero 2 Solido
Lactosuero Lactosuero 3 Solido
Caseinato de calcio CC1 Solido
Caseinato de calcio CC2 Solido
Caseinato de calcio CC3 Solido
Caseinato de sodio CS Solido
Aislado de proteina de soja APS Solido
Proteina de soja P. Soja Solido
Soja Soja Austria Soélido
Solido
Proteina de suero lacteo baja en lactosa PSLBLPH
parcialmente hidrolizada
Hidrolizado de caseina Hidrocaseina Solido

I1.1.2. Formulas infantiles

El estudio fue desarrollado en cuatro férmulas infantiles en polvo preparadas con
diferentes carbohidratos (maltodextrinas, sacarosa o lactosa) y proteinas lacteas
(caseinato de calcio (CC 2), proteina de suero lacteo baja en lactosa (PSLBL), proteina
de suero lacteo (PSL), y proteina de suero lacteo baja en lactosa parcialmente
hidrolizada (PSLBLPH) con peso molecular entre 8000 y 20000 Da. (Tabla I1.1.2-1)

Las formulas fueron preparadas en planta industrial (PI) y piloto (PP) bajo las
mismas condiciones por una industria de productos dietéticos. La composicion de la
formula durante las diferentes etapas del procesado y del producto final fue
proporcionada por la industria (tablas I1.1.2-1 y I1.1.2-2). Aunque la formulacién es la
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misma en ambas plantas, los ingredientes son de diferentes lotes. En este estudio solo
se tuvo acceso a los ingredientes usados en planta piloto.

Tabla I1.1.2-1: Composicion en proteina y carbohidratos de las formulas
infantiles en las diferentes etapas del procesado.

Formulas % Proteinas % Carbohidratos
A Planta Industrial | Planta Piloto InIc)llljlsr::;?al Ilzli?;lgg
Mezcla de ingredientes 8,84 8,78 -
Adicion de aceite 7,22 7,20 -
Secado por atomizacion 11,33 11,56 (54.9)
(producto final)
B
Mezcla de ingredientes 9,9 11,05 -
Adicion de aceite 8,09 8,89 -
Secado por atomizacion 11,94 12,10 (52,2)
(producto final)
C
Mezcla de ingredientes 7,94 8,36 -
Adicion de aceite 6,73 7,13 -
Secado por atomizacion 13,83 13,65 -
Producto final 13,14 13,29 (55,9)
(adicion de aminodcidos)
D
Mezcla de ingredientes - 8,05 -
Adicion de aceite - 6,96 -
Secado por atomizacion - 13,76 -
Producto final 13,50 (55,9)

(adicién de aminoacidos)
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Tabla I1.1.2-2: Composicion final de las formulas infantiles.

Formulas Contenido (%)
A Planta Industrial | Planta Piloto
Carbohidratos 54,90
Sacarosa 24,70 (45%)
Maltodextrinas 30,20 (55%)
Proteinas 11,33 11,56
Proteina de suez;sli(;;eﬁ))bajo en lactosa 5.38 (47.5%) 5.49 (47,5%)
Caseinato célcico (CC 2) 5,90 (52,5%) 6,10 (52,5%)
Grasa 27,70
Acido linoleico 4,20
Minerales 3,10
Humedad 3,30
B Planta Industrial | Planta Piloto
Carbohidratos 55,20
Lactosa 55,20 (100%)
Proteinas 11,94 12,10
Proteina de suero lacteo (PSL) 5,73 (48%) 5,81 (48%)
Caseinato célcico (CC 2) 6,21 (52%) 6,29 (52%)
Grasa 27,30
Acido linoleico 5,50
Minerales 2,90
Humedad 3,00
C Planta Industrial | Planta Piloto
Carbohidratos 55,90
Sacarosa 8,40 (15%)
Maltodextrinas 47,5 (85%)
Proteinas 13,14 13,29

Proteina de suero lacteo baja en lactosa
parcialmente hidrolizada (PSLBLPH)

13,14 (100%) 13,29 (100%)

Grasa 25,35
Acido linoleico 4,10
Minerales 2,90
Humedad 2,60
D Planta Industrial | Planta Piloto
Carbohidratos 55,90
Sacarosa 8,40 (15%)
Lactosa 47,50 (85%)
Proteinas 13,50

Proteina de suero lacteo baja en lactosa
parcialmente hidrolizada (PSLBLPH)

13,50 (100%)

Grasa 25,35

Acido linoleico 4,10
Minerales 2,90
Humedad 2,60
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Se realizaron dos estudios en dichas féormulas:

a) Estudio de elaboracién. Se analizaron muestras correspondientes a las
diferentes etapas del proceso de elaboracion.

El andlisis fue realizado en tres etapas del procesado: mezcla de ingredientes,
adicion de grasa y secado. Los ingredientes fueron mezclados con agua des-ionizada a
temperatura menor de 60°C bajo agitacion hasta obtener 40% de solidos totales
(aproximadamente 3 horas). Durante la adicion de la grasa la mezcla es sometida a un
tratamiento térmico de 90-95°C durante 22 segundos. Finalmente el secado por
atomizacion se realiza a 215-230°C obteniéndose una temperatura de salida del aire de
85°-95°C. En las formulas parcialmente hidrolizadas se realiza una reconstitucion en
seco de aminodcidos (L-Arginina, L-Fenilalanina, L-Histidina, L-Triptofano and L-
Tirosina). El producto final fue envasado bajo atmosfera de nitrogeno en botes de
aluminio de 400 g.

b) Estudio de conservacion. Se realizaron dos tipos de conservacion en el
laboratorio:

- Conservacion a Aw propia del producto: para estudiar los efectos de una
conservacion a largo plazo, las férmulas en sus botes originales (cerrados) fueron
almacenadas en estufas a 20 y 30°C, y en camara fria a 4°C. Por cada tiempo y
temperatura de conservacion se uso un bote diferente y se sacaron a medida que
cumplian las condiciones de almacenamiento establecidas previamente. Las muestras
fueron almacenadas a -20°C hasta su analisis.

- Conservacion a Aw 0,65: Estas condiciones extremas de almacenamiento
permiten evaluar el comportamiento de estos productos bajo condiciones inadecuadas
(extremas). Las muestras por cada tiempo y temperatura de conservacion fueron puestas
en placas petri abiertas dentro de desecadores acondicionados con una Aw de 0,65
mediante solucion saturada de nitrito de sodio (Salmarch y Labuza., 1980) e
introducidos en estufas a 20° y 30°C durante 1, 2, 3 y 4 semanas. Una vez cumplido el
tiempo de conservacion para cada muestra, fueron guardadas a -20°C hasta su analisis.

I1.1.3. Formulas infantiles comerciales

Se realizo un estudio en 14 féormulas infantiles en polvo adquiridas del comercio
en donde se evalud el dafo térmico producido, mediante la reaccion de Maillard. La
composicion en proteinas y azucares segun la etiqueta se muestra en la tabla I1.1.3-1.
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Tabla I1.1.3-1: Composicion en proteinas y carbohidratos de las formulas infantiles

comerciales.
Formula % Proteinas % Azucares
Lactosuero, leche
1° desnatada, proteinas lacteas Lactosa (57.9)
9.,5)
. Lactosuero, 1§che Lactosa (35)
2 desnatada, proteinas del Maltodextrinas (23)
suero (14,5)
b Leche desnatada,
3 lactosuero (12) Lactosa (62,1)
a Leche desnatada,
4 lactosuero (12) Lactosa (54,3)
5° Proteinas lacteas (10,4) Lactosa (55,5)
b . , Lactosa (40,2)
6 Proteinas lacteas (11,6) Maltodextrinas (13,2)
7° Leche desnatada (12,5) Lacase (55,9)
a Lactosa (43.4)
8 Leche desnatada (12,0) Maltodextrinas (14)
b Lactosa (44.,6)
9 Leche desnatada (14,6) Maltodextrinas (11,9)
T s, | Lo @0
p (11.5) Maltodextrinas (17,3)
Proteina de suero lacteo Lactosa (19,1)
11* parcialmente hidrolizada Maltodextrinas (26)
(11,5) Almidon (9,9)
Proteina de suero lacteo Lactosa (20,1)
12* parcialmente hidrolizada Maltodextrinas (21,6)
(12,1) Almidén (12,6)
. Proteina de suero lacteo |y ro1qoxrinas (33,7)
13 parcialmente hidrolizada Maltosa (20,5)
(12,4) ’
14% Proteina (all le(;a de soja Maltodextrinas (52)

?= Formula de Inicio

® = Formula de Continuacién

I1.1.4. Sistemas modelo

Los sistemas modelo se elaboraron con los ingredientes nitrogenados e
hidrocarbonados que estan presentes en mayor proporcion en las formulas citadas en
el apartado II.1.2. Se seleccionaron concentraciones, temperaturas y tiempos de
tratamiento similares a los utilizados en la elaboracion de estos productos.

Los ingredientes utilizados para elaboracion de los sistemas modelo fueron:
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- Carbohidratos: lactosa (LAC), y maltodextrinas (MDX) obtenidos del
mercado, y fructo-oligosacaridos (FOS) suministrados por la industria de productos

dietéticos.

- Proteinas: caseinato de calcio (CC 2), proteina de suero lacteo baja en
lactosa (PSLBL), proteina de suero lacteo (PSL) y proteina de suero lacteo baja en
lactosa parcialmente hidrolizada (PSLBLPH) e hidrocaseina, suministradas por la
industria de productos dietéticos.

En la tabla I1.1.4-1 se pueden ver los diferentes sistemas elaborados y su
composicion total en carbohidratos y proteinas.

Tabla I1.1.4-1: Composicion de los sistemas modelo.

Sistema Modelo % Carbohidratos % Proteinas | Tipo/Estado

FOS-Hidrocaseina Fructo-oligosacaridos Hidrocaseina Liquido
(27,18) (8,05)

FOS-PSLBL Fructo-oligosacarido PSLBL Liquido
(27,18) (8,05)

FOS-CC2 Fructo-oligosacaridos CC2 Liquido
(27,18) (8,05)

FOS-PSLBLPH Fructo-oligosacaridos PSLBLPH Liquido
(27,18) (8,05)

MDX-PSLBL Maltodextrina PSLBL Liquido
(13) (8,84)

MDX-CC 2 Maltodextrina CC2 Liquido
(13) (8,84)

MDX-Hidrocaseina Maltodextrina Hidrocaseina Liquido
(13) (8,84)

MDX-PSLBLPH Maltodextrina PSLBLPH Liquido
(27,54) (7,94)

LAC-PSL Lactosa PSL Liquido
(24,61) 9,9)

LAC-CC2 Lactosa CC2 Liquido
(24,61) 9,9

LAC-Hidrocaseina Lactosa Hidrocaseina Liquido
(24,61) 9,9

LAC-PSLBLPH Lactosa PSLBLPH Liquido
(27,18) (8,05)
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I1.2.1. Elaboracion de sistemas modelo

El porcentaje de proteinas de los ingredientes proteicos usados se recoge en la
tabla I1.2.1-1, y la pureza de los carbohidratos fue cercana al 100%.

Los sistemas modelo fueron elaborados respetando la composicion mencionada

en la tabla II.1.4-1, siguiéndose para todos el mismo proceso.

Tabla I1.2.1-1: Contenido proteico de los ingredientes usados en la elaboracion de los
sistemas modelo.

Ingrediente | % Proteina
Proteico
PSLBL 76
PSL 64
CcC2 90
PSLBLPH 82
Hidrocaseina 90

Los ingredientes fueron pesados en un vaso de precipitado disueltos en agua
destilada con ayuda de un agitador magnético y aforados a 100 ml.

Los sistemas modelo fueron calentados a 80, 90 y 100°C durante 3, 6 y 10
minutos. En el caso se los sistemas con FOS también se calentaron a 120°C.

I1.2.1.1. Estudios preliminares

Antes de proceder al calentamiento se realizo un estudio previo, para determinar
el periodo aproximado de induccion a las temperaturas estudiadas. Los calentamientos
se realizaron en un digestor (Multiplaces, Selecta) a las temperaturas y tiempos que se
muestran en la tabla I1.2.1.1-1, introduciendo tubos con 10 ml de agua destilada y
midiendo la temperatura.

Tabla I1.2.1.1-1: Temperaturas alcanzadas a diferentes tiempos y temperaturas.

T* del Bano
3min | 9min | 12 min 16 min
Tiempos
estudiados
80°C 75°C 80°C 80°C 80°C
90°C 80°C 85°C 85°C 85°C
100°C 90°C 92°C 93°C 94°C
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De este estudio se tomo como tiempo de induccidn a las temperaturas deseadas,
3 minutos, ya que es el menor tiempo en el que se alcanzan los valores mas proximos a
los deseados.

De igual manera se determin6 el pH del agua destilada usada en la elaboracion
de estos sistemas, siendo de 6,20. Una vez preparados los sistemas también se midio el
pH, obteniéndose valores de 6,75 y 6,00 para los sistemas elaborados con proteinas
intactas y proteinas hidrolizadas respectivamente.

11.2.2. Determinaciones analiticas

11.2.2.1. Determinacion de Hidroximetilfurfural
Fundamento

Determinaciéon  por cromatografia liquida de alta resolucion del
hidroximetilfurfural  contenido en ingredientes proteicos y formulas infantiles
comerciales previa adicion de clarificante.

Muestras

Se analizaron las muestras de ingredientes proteicos y formulas infantiles
comerciales recogidas en los apartados II.1.1. y II.1.3. También se analizo la formula D
del apartado 11.1.2.

Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Cromatografo liquido de alta resoluciéon: modelo 500A con detector
espectrofotométrico UV/VIS modelo 200, ambos Konic, e integrador
Hewlett Packard modelo 3394 A.

- Columna cromatografica: Kromasil C;g (Spm 250 mm x 4.6 mm)
(Sugelabor).

- Centrifuga: Heraeus Christ GMBH de 5000 r.p.m.

- Agitador de tubos: Mixo-tub modelo 30 Gricel.

- Microjeringa: modelo Hamilton de 25 pl.

- Filtros: Millipore de 0,2 y 0,45 pum.

- Rotavapor: Buchi modelo B-480.

Reactivos

- Disoluciones clarificantes:
a) Ferrocianuro potasico al 15% (Merck) (Carrez 1) y acetato de zinc
al 30% (Merck) (Carrez II).
b) Acido tricloroacético (ATC) al 40% (Merck).
- Eluyente: Acetonitrilo para HPLC (Panreac)-agua desionizada (5:95).
- Disolucion madre de HMF: 3,57 mg/l de 5-hidroximetilfurfural (Merck).
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- Disolvente organico para purificacion y concentracion: Triclorometano para
HPLC (Panreac).

Preparacion de la muestra

Las muestras almacenadas a —20°C fueron dejadas a temperatura ambiente
previo al analisis.

Procedimiento

El analisis de HMF se realizé mediante la técnica desarrollada por este equipo de
investigacion (Guerra Herndndez y col., 1992; Garcia-Villanova y col., 1993) para la
determinacion de HMF en cereales infantiles y cereales de desayuno incluyendo algunas
modificaciones.

Extraccion

Técnica A: se depositan aproximadamente 0,8 y 0,4 g de ingrediente proteico y
formula comercial respectivamente en tubos de centrifuga de 10 ml, se adicionan 4 ml
de agua desionizada y 125 pl de solucion clarificante Carrez [ y 125 pl de Carrez 11, tras
lo cual se agitan en agitador de tubos durante 2 minutos. Las muestras se centrifugan
durante 10 minutos a 5000 r.p.m. y se separa el sobrenadante, que se lleva a un matraz
aforado de 10 ml.

Se adicionan 3 ml de agua desionizada al precipitado, homogeneizandolo con la
ayuda de una varilla de vidrio, se agita durante 2 minutos y se centrifuga de la misma
forma que la vez anterior. Se recoge el sobrenadante junto al otro y se repite este
procedimiento una vez mas. Los tres sobrenadantes obtenidos se llevan a 10 ml y se
filtran a través de un filtro de 0,2 pm antes de inyectar.

Técnica B: se depositan aproximadamente 0,8 g de muestra en tubos de
centrifuga de 10 ml, se adicionan 3 ml de agua desionizada y 0,5 ml de acido
tricloroacetico (ATC), tras lo cual se agitan en agitador de tubos durante 2 minutos. La
muestra se centrifuga durante 10 minutos a 5000 r.p.m. y se separa el sobrenadante, que
se lleva a un matraz aforado de 10 ml.

Se adicionan 5 ml de agua destilada al precipitado y 0,5 ml de ATC,
homogeneizandolo con la ayuda de una varilla de vidrio, se agita durante 2 minutos y se
centrifuga de la misma forma que la vez anterior. Se recoge el sobrenadante junto al
otro, se llevan a 10 ml, se filtran a través de un filtro de 0,2 pm antes de la inyeccion.

Purificacidon v concentracion

Se depositan los 10 ml extraidos en una ampolla de decantacion, se le adicionan
10 ml de triclorometano y se agita manualmente durante dos minutos, tras lo cual se
recoge la fase inferior (fase organica) y se repite la extraccion 9 veces mas. Tras recoger
todas las fases organicas se adicionan 3 ml de agua desionizada y se elimina en
rotavapor todo el disolvente organico (2 minutos, 50°C). Por ultimo se filtra la fase
acuosa a través de un filtro de 0,2 pm antes del anélisis cromatografico.
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Analisis cromatografico

- Volumen inyectado: 20 pl.

- Flujo: 1 ml/min.

- Condiciones isocraticas.

- Temperatura: 25°C.

- Sensibilidad: 0,01 AUFS.

- Longitud de onda del detector: 284 nm.
- Tiempo de analisis: 15 minutos.

Identificacion

Se realiz6 mediante la adicion de patrén de HMF, observando el incremento
obtenido y la concordancia con el tiempo de retencion.

Determinacion

Se utilizé el método de estandar externo.

Curva de calibrado: se realiz6 una curva de calibrado para cubrir el intervalo de
concentraciones de HMF en muestras (0,1 mg/l hasta 0,5 mg/l). Se tomo6 como ordenada

la altura del pico de HMF y como abscisa la concentracion del mismo en mg/1.

La ecuacion obtenida fue la siguiente:

Y =419X - 6,2 = 0,9946

11.2.2.2. Determinacion de Furfural

Fundamento

Determinacion por cromatografia liquida de alta resolucion del furfural
contenido en ingredientes proteicos de formulas infantiles previa extraccion de la matriz
y posterior purificacion.

Muestras

Se analizaron las muestras de ingredientes proteicos y formulas infantiles
recogidas en los apartados II.1.1. y II.1.3.

Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200

- Cromatografo liquido de alta resolucion: Waters 600 controller, con detector
espectrofotométrico UV/VIS modelo 200, y programa integrador Millennium
chromatography manager. Inyector manual.
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- Columna cromatografica: Kromasil C;g(5um 250 mm x 4,6 mm) (Sugelabor).
- Centrifuga: Heraeus Christ GMBH de 5000 r.p.m.

- Agitador de tubos: Mixo-tub modelo 30 Gricel.

- Microjeringa: modelo Hamilton de 25 pl.

- Filtros: Millipore de 0,2 y 0,45 pum.

- Rotavapor: Buchi modelo B-480.

Reactivos

- Disoluciones clarificantes:
a) Ferrocianuro potasico al 15% (Merck) (Carrez 1) y acetato de zinc
al 30% (Merck) (Carrez II).
b) Acido tricloroacético (ATC) al 40% (Merck).
- Eluyente: Acetonitrilo para HPLC (Panreac)-agua desionizada (5:95).
- Disolucion madre de furfural: 2320 mg/1 de 2-furancarbaldehido (Merck).
- Disolvente organico para purificacion y concentracion: Triclorometano para
HPLC (Panreac).

Preparacion de la muestra

Las muestras almacenadas a —20°C fueron dejadas a temperatura ambiente
previo al analisis.

Procedimiento

Es el mismo empleado para la determinacion de HMF (se usa la misma
muestra).

Analisis cromatografico
- Volumen inyectado: 50 pl.
- Flujo: 1 ml/min.
- Condiciones isocraticas.
- Temperatura: 25°C.
- Sensibilidad: 0,002 AUFS.
- Longitud de onda del detector: 277 nm.
- Tiempo de analisis: 15 minutos.

Identificacion

Se realiz6 mediante la adicion de furfural patrén, observando el incremento
obtenido y la concordancia con el tiempo de retencion.

Determinacidén
Se utilizd el método de estandar externo.

Curva de calibrado: se realizo una curva de calibrado para cubrir el intervalo de
concentraciones de furfural en muestras (0,00575 mg/1 hasta 0,115 mg/1). Se tomd como
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ordenada la altura del pico de furfural y como abscisa la concentracion del mismo en
mg/l.

La ecuacion obtenida fue la siguiente:

Y =1x10°X - 55425 = 0,9999

11.2.2.3. Determinacion de Furosina

Fundamento

Determinacion por cromatografia liquida de alta resolucion del e-N-furoilmetil-
L-lisina (furosina) generada mediante hidrélisis acida.

Muestras

Se analizaron las muestras de ingredientes proteicos de formulas infantiles,
formulas y sistemas modelo, recogidas en los apartados 11.1.1., 11.1.2., I11.1.3. y I1.1.4.

Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Cromatégrafo liquido de alta resolucion: Waters 600 controller, con
detector espectrofotométrico UV/VIS modelo 200, y programa integrador
Millennium chromatography manager. Inyector manual.

- Columna cromatografica: Cg. Furosine-dedicated (250 x 4,60 mm i.d.).
(Alltech).

- Cartuchos de extraccion en fase solida: Sep-pack C;g (Millipore).

- Rotavapor: Buchi modelo B-480.

- Horno Pasteur: Selecta.

- Tubos pyrex de 19 cm de altura y 1 cm de didmetro con tapon de rosca y junta
de teflon (Sugelabor).

- Bano de agua: Selecta

Reactivos

- Furosina patron del 74,4% de pureza (Neosystem laboratoires).
- Metanol para HPLC (Panreac).

- Acido clorhidrico 7,95 M y 3 M (Panreac).

- Acido acético glacial para HPLC (Panreac).

- Cloruro potasico (Panreac).

- Eluyente A: disolucion 4cido acético 0,4%/agua (V/V).

- Eluyente B: eluyente A/cloruro potésico 0,3% (P/V).

- Disolucion madre de furosina de 0,744 mg/ml.
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- Disolucion de calibracion: a partir de diluciones obtenidas de la disolucion
madre de furosina se mezclaron con hidrolizado de leche cruda.

Preparacion de la muestra

Las muestras almacenadas a —20°C fueron dejadas a temperatura ambiente
previo al analisis.

Procedimiento

El andlisis de furosina se realizo siguiendo la técnica desarrollada por
Resmini y col. (1990) con ligeras modificaciones.

Formacion de furosina

Se adicionan aproximadamente entre 0,052 y 0,33 g de muestra (6,5 mg de
proteina/ml de HC1 7,95 M) para los ingredientes proteicos y 0,050 gramos
aproximadamente (0,75 mg de proteina/ml de HCI 7,95 M) en el caso de las formulas
A, B C y D, en tubos pyrex con tapén de rosca y junta de teflon junto con 8 ml de
acido clorhidrico 7,95 M. En los sistemas modelo se tomaron entre 0,5 y 0,6 ml (6,0
mg de proteina/ml de HCI 7,95 M). Se burbujea nitrogeno durante 2 minutos y se
lleva a estufa a 110°C durante 24 horas.

Purificacion

El hidrolizado se filtra y 0,5 ml del mismo se pasan a través de un cartucho
Sep-pack C;g previamente acondicionado con 5 ml de metanol y 10 ml de agua. La
muestra se eluye con acido clorhidrico 3 M.

Analisis cromatografico

- Volumen inyectado: 50 pl.

- Flujo: 1,2 ml/min.

- Rampa de elucion (tabla 11.2.2.3-1)

- Sensibilidad 0,002 AUFS.

- Longitud de onda del detector: 280 nm.
- Tiempo de analisis: 32 minutos.

- Temperatura de la columna: 34°C.

Tabla I1.2.2.3-1: Rampa de elucién de furosina.

Tiempo (minutos) | % A | % B
0-13 100 0
13-20 100 0
20-22 50 50
22-23 50 50
23-32 100 0
32 100 0
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Identificacion

Se realizO mediante la adicion de patron de furosina observando el
incremento obtenido y concordancia con el tiempo de retencion de la furosina
patron.

Determinacién
Se realizo6 por el método de patron externo.

Curvas de calibrado: para la construccion de las curvas se tom6 como
ordenada el area del pico de furosina y como abscisa la cantidad del mismo en g
inyectados. Segun las concentraciones obtenidas en las muestras se elaboraron dos
curvas: curva 1 con concentraciones de 0,000135 a 0,0636 pg y curva 2 de 0,000135
a0,4132 pg.

Curva 1 Y =6x 10°X +10718 r’ = 0,9952

Curva 2 Y =6 x 10°X +46049 =10,9920

11.2.2.4. Determinacion de lisina util
Fundamento

Determinacion por cromatografia liquida de alta resolucion del derivado N-€-
dinitrofenil-lisina (N-e-DNP-lisina) obtenido tras hidrdlisis y formado por reaccion del
grupo €-amino de la lisina con fluorodinitrobenceno (FDNB).

Muestras

Se analizaron las muestras de ingredientes proteicos de formulas infantiles,
formulas y sistemas modelo, recogidas en los apartados I11.1.1., I1.1.2., I1.1.3. y II.1.4.

Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

-Cromatografo liquido de alta resolucion: Waters 600 controller, con detector
espectrofotométrico UV/VIS modelo 200, y programa integrador Millennium
chromatography manager. Inyector manual.

- Columna cromatografica: Nova-Pak C18 (150 X 3,9 mm) (Waters).

- Bano de agua: Selecta.

- Horno Pasteur: Selecta.

- Placa agitadora: Rotaterm Selecta.

- Filtros: Millipore 0,2 um y 0,45 pm.
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- Tubos pyrex de 19 cm de altura y 1 cm de didmetro con tapon de rosca y junta
de teflon (Sugelabor).
- pHmetro Radiometer modelo 26.

Reactivos

- N-£-2,4-DNP-L-lisina HCI (Sigma).

- Etanol absoluto (Panreac).

- 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (FDNB) (Sigma).

- HC1 8 N (Panreac).

- Disolucion reguladora de acetato de sodio 0,01 M y pH 5: se disuelven 1,36 g
de acetato de sodio trihidratado (Merck) en agua desionizada y se llevan a 1000
ml. Ajustar el pH a 5 con HC1 6,9 N.

- NaHCO, al 8%: se disuelven 8 g de NaHCO3 (Panreac) en 100 ml de agua.

- NaOH al 33%: se disuelven 33 g de hidroxido soédico (Panreac) en 100 ml de
agua desionizada.

- NaHCO; 1M: 16,8020 g de NaHCO; (Panreac) se disuelven en 100 ml de agua
desionizada.

- Solucién madre de e-DNP-lisina: 100 mg/l de N-g-2,4-DNP-L-lisina HCI en
metanol/agua (1:4).

- Disolucion de calibracion: se diluye la disolucion madre de N-e-DNP-lisina en
disolucion reguladora de acetato sédico 0,01M hasta obtener concentraciones de
2,4,6,8,y 10 mg/l.

- Reactivo de derivacion: se prepara una disolucion de 1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno (FDNB) al 3% en etanol absoluto.

- Eluyente: metanol para HPLC (Panreac): tampon acetato de sodio 0,01 M

(1:1).
Preparacion de la muestra

El método seguido para la determinacion de lisina 0til estd basado en el
propuesto por Ramirez-Jimenez y col. (2004c) para la determinacion de lisina 1til en
cereales infantiles con algunas modificaciones.

- Formacion del fluorodinitroderivado: se parte de una cantidad de muestra que
contenga aproximadamente 4 miligramos de proteina, se afora a 10 ml con agua
desionizada, seguidamente se deposita 1 ml de la anterior disolucion en tubos pyrex de
15 ml con tapon de rosca y junta de teflon junto con 1 ml de NaHCO; al 8% y 1,5 ml de
FDNB al 3%, se agita durante tres horas a temperatura ambiente y se evapora el etanol
por inmersion en un bafio a 85°C.

- Hidrolisis de la muestra: se adicionan 6 ml de HCI 8 N, se agitan los tubos
hasta eliminar el CO, y se introducen cerrados en estufa a 110°C durante 24 h. Se filtra
en caliente y se enrasa a 25 ml con agua desionizada. A 10 ml de la disolucion anterior
se le ajusta el pH a 5 con disolucién de NaOH 6 M y NaHCO; 1M y se enrasa a 25 ml
con metanol:tamp6n acetato (1:1). Se toman 3 ml de la disolucion anterior y se limpian
con éter etilico (tres veces), eliminando este con pipeta pasteur y las ultimas porciones
con nitrégeno. La muestra se pasa a través de un filtro de 0,2 pm antes de ser inyectada.
El andlisis se realizd por duplicado.
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Analisis cromatografico

- Volumen inyectado: 50 pl.

- Flujo: 1ml/min.

- Condiciones isocraticas.

- Temperatura de la columna: 25°C.

- Sensibilidad: 0,02 AUFS.

- Longitud de onda del detector: 360 nm.
- Tiempo de andlisis: 10 minutos.

Identificacion

Se realiz6 mediante la adicion de patron de N-e-DNP-lisina observando el
incremento obtenido y la concordancia con el tiempo de retencion.

Determinacidén
Se utilizé el método de estandar externo.

Curvas de calibrado: se realiz6 una curva de calibrado en la que se tom6 como
ordenada el area del pico de DNP-lisina y como abscisa la cantidad en miligramos/I.

Las concentraciones de DNP-lisina utilizadas para la obtencion de la curva de calibrado
estan comprendidas entre 1 y 10 mg/l. La ecuacion de la recta fue la siguiente:

Y = 42082X + 2188 > =0,9903

I11.2.2.5. Determinacion de pirralina
Fundamento

Determinacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion de pirralina (€-
pirrol-lisina) contenida en ingredientes proteicos de formulas infantiles y en formulas,
previa hidrélisis enzimatica de las proteinas.

Muestras

Se analizaron las muestras de ingredientes proteicos de formulas infantiles y
formulas recogidas en los apartados I1.1.1., I1.1.2. y I1.1.4.

Instrumental
- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Cromatografo liquido de alta resolucion: Perkin-Elmer modelo 250 con
detector diodo Array modelo 235 e integrador-computador Perkin-Elmer
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Nelson con programa 1020. Inyector automatico Waters 717 y registrador
Epson LX 600 junior.

- Columna cromatografica: Nova-Pack C;g (5 pm 150 X 4,6 mm) (Waters).

- Cartuchos de extraccion en fase soélida: Sep-pack C;g (Millipore).

- Filtros: Millipore de 0,2 y 0,45 pm.

- Tubos pyrex de 10 cm de altura y 1 cm de didmetro con tapon de rosca y junta
de teflon (Sugelabor).

- pHmetro Crison Basic 20.

- Ultracentrifuga L8-70M (Beckman).

- Orbital incubador cooled (Gallen Kamp).

Reactivos

- Acido clorhidrico 0,02 Ny 1 N (Panreac).

- Timol (Sigma).

- Solucion de pepsina 100 U.I/ml (Sigma) en HCI 0,02N: Disolver 100 mg de
pepsina (10 U.I./mg) en 10 ml de HCI.

- Solucion de pronasa E 27 U.I/ml (Merck) en tampon borato 1 M pH 8,2:
Disolver 10 mg de pronasa E (4000 U.I/mg) en 10 ml de tampdn borato y hacer
una dilucion 1/100. De esta dilucion tomar 6,75 ml y enrasar hasta 10 ml.

- Solucion de leucino-aminopeptidasa 12 U.I/ml (Sigma) en tampon borato 1 M
pH 8,2: Diluir 500 pl del enzima (240,8 U.L./ml) hasta 10 ml con tampén borato.
- Solucién de prolidasa 17 U.I/ml (Sigma) en tampoén borato 1 M pH 8,2:
Disolver 1,5 mg de enzima (134 U.I/mg) en 10 ml de tampon borato, tomar 8,6
ml y completar hasta 10 ml con el tampon.

- Hidroxido sodico 1 N (Panreac).

- Tampon borato 1 M pH 8,2: Disolver 6,58 g de NaBO, (Panreac) en 50 ml de
agua destilada, adicionar HCI 4 N hasta pH 8,2 y completar hasta 100 ml con
agua destilada.

- Solucion metanol-agua (20:80).

- Metanol para HPLC (Panreac).

- Disolucion patrén de pirralina: de 22 picomoles/pl.

- Eluyente: eluyente A compuesto por una soluciéon metanol-agua (2,5:97,5) y
eluyente B compuesto por una solucion metanol-agua (50:50).

Preparacion de la muestra

Las muestras almacenadas a —20°C fueron dejadas a temperatura ambiente
previo al analisis.

Procedimiento

El analisis de pirralina se realizo siguiendo la técnica desarrollada por Morales y
van Boekel (1996).

- Hidrolisis de la muestra: se parte de una cantidad de muestra que contenga 24
mg de proteinas y se mezcla con 1,2 ml de HCI 0,02 N, un cristal de timol y 300 pl de
solucion de pepsina. El tubo cerrado se incuba a 40°C durante 24 horas, tras lo cual se
ajusta el pH a 8,2 con NaOH 1 N, se adicionan 0,5 ml de soluciéon de pronasa y se
incuba otras 24 horas. Por ultimo se adiciona 1 ml de solucién de prolidasa y 1 ml de la
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solucion de leucino-aminopeptidasa y se continua la hidrolisis 24 horas mas (72 horas
en total).

- Purificacion: tras la hidroélisis se ajusta el pH=6,0-6,2 y se centrifuga a 14000
rpm durante 15 minutos. El sobrenadante es purificado en un Sep-pack (previamente
activado con 5 ml de metanol y 10 ml de agua) y la pirralina se eluye con 3 ml de la
mezcla metanol:agua (20:80) descartando las tres primeras gotas. El cartucho Sep-pack
se limpia con 3 ml de metanol y 5 de agua y se seca con 1 ml de aire.

Analisis cromatografico

- Volumen inyectado: 20 pl.

- Flujo: 1,2 ml/min.

- Temperatura de la columna: 25°C.

- Sensibilidad: 0,02 AUFS.

- Longitud de onda del detector: 297 nm.
- Tiempo de analisis: 20 minutos.

- Rampa de elucion (tabla I11.2.2.5-1).

Tabla II1.2.2.5-1: Rampa de elucion de pirralina.

Tiempo (minutos) | % A | % B
0-2 100 0
2-8 95 5
8-9 95 5
9-14 0 100
14-16 0 100
16-17 100 0
17-20 100 0

Identificacion

Se realizé6 mediante la adicion de patron de pirralina observando el incremento
obtenido, y concordancia con el tiempo de retencion de la pirralina patron. También se
realiz6 confirmacion con diodo array.

Determinacidén
Se utilizé el método de estandar externo.

Curvas de calibrado: se realiz6 una curva de calibrado en la que se tom6 como
ordenada el area del pico de pirralina y como abscisa la cantidad en picomoles. Las
concentraciones de pirralina utilizadas para la obtencion de la curva de calibrado se
encuentran entre 69 y 550 picomoles en 50 ul de inyeccion. La ecuacion de la recta fue
la siguiente:

Y =7936,2 X - 152545 = 1,0000
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I1.2.2.6. Sintesis y determinacién de N°-carboximetillisina (CML)
I1.2.2.6.1. Sintesis de CML

Fundamento

Sintesis de la N*-Carboximetillisina por alquilacién reductora del grupo g-amino
de N“-Boc-L-Lisina con acido glioxilico seguido por la eliminacion del grupo protector
(Liardon, 1987).

Material e instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Aparato de hidrogenacion (Parr).

- Placas de gel de silice para cromatografia en capa fina (Merck).
- Columna (bureta) de vidrio (Pobel).

- Rotavapor: Biichi modelo R110.

- Filtros: Millipore de 0,2 pm.

- Horno Pasteur: Selecta.

- Desecador de vidrio con silica-gel.

Reactivos

- N*-Boc-L-Lisina (Sigma).

- Glioxilato de sodio (Panreac).

- Tampon de acido citrico 0,1M pH 6: se pesan 3,4 g de 4cido citrico (Panreac) y
se afora a 100 ml con agua destilada, y se ajusta pH con NaOH 1M.

-Solucion de fenol-agua (4:1): se pesaron 4 g de fenol (Panreac) y se disolvieron
con 1 ml de agua desionizada hasta completa disolucion.

- Solucién de ninhidrina 0,1% en acido sulfurico al 5% en etanol: 0,157 mg de
ninhidrina (Merck) se disuelven en 150 ml de etanol (Panreac) y 7,5 ml de acido
sulftrico al 96% (Panreac).

- Celulosa (Panreac).

- Metanol (Merck).

- Solucion de HCI 0,1 N: 0,83 ml de HCI 12,06 N (Panreac), se aforan a 100 ml
con agua desionizada.

- Carbon activo (Merck).

- Pd/C 10% (Fluka).

Obtencion del compuesto

Se depositan 0,365 g de N*-Boc-L-Lisina en un tubo de ensayo (15 X 1,5 c¢m)
junto con 0,255g de glioxilato acido de sodio, 0,03 g (10%) de Pd/C y 3 ml de tampén
de acido citrico. La mezcla se agita y mezcla bien; el tubo se introduce en un sistema
con agitacion en presencia de H, durante 24 horas. Transcurrido este tiempo la reaccion
es monitorizada por cromatografia de capa fina, utilizando placas de gel de silice como
fase estacionaria, fenol-agua (4:1) como fase modvil y ninhidrina como solucién
reveladora, obteniendo una mancha blanca con un Rf=0,3518. Seguidamente la muestra
se filtra, se recoge en un matraz y deseca en rotavapor a 50°C. El residuo se disuelve en
20 ml de etanol y se pasa a través de una columna rellena con celulosa previamente
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acondicionada con metanol. El filtrado se recoge y lleva a sequedad en rotavapor; el
residuo se deja en desecador bajo vacio durante 48 horas. Para monitorizar la reaccion
se realizo un RMN de carbonos y protones del residuo obtenido (CML-bloqueada) y de
la N®-Boc-L-Lisina de partida, lo que indico la presencia del compuesto esperado
(CML). Seguidamente se realiza la hidrolisis del compuesto con HCl 1 N a 70°C
durante 75 minutos, tiempo al cabo del cual el exceso de HCI se evapora y el residuo se
deja en desecador bajo vacio durante 12 horas. La purificacion del compuesto se realiza
con 1 ml de agua destilada y una alicuota de carbdn activo calentando y agitando unos
minutos; finalmente la solucion se filtra, obteniéndose un compuesto de color amarillo-
pardo, el cual se deseca en rotavapor y se deja en desecador bajo vacio durante 48 horas.
Finalmente se obtiene un residuo viscoso amarillo-pardo (CML) el cual se confirmo por
RMN de protones (figura 5), carbonos (figura 6) y por espectrometria de masas de alta
resolucion empleando la técnica de ionizacion FAB™ (figura 7).
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Figura 5: Espectro de RMN de protones de CML.
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Figura 6: Espectro de RMN de carbonos de CML.
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Figura 7: Espectro de masas de alta resolucion de CML.
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11.2.2.6.2. Determinacion de CML

Fundamento

Determinacién por cromatografia liquida de alta resolucion del N*-

Carboximetillisina (CML) contenido en las muestras, extraido previa reduccion e
hidrolisis 4cida.

Muestras

Se analizaron las formulas infantiles recogidas en los apartados II.1.1. y 1II.1.2.

(A, B y C planta industrial), en el paso 1 del procesado, punto 0 de conservacion,
conservacion a 30° C durante 15 meses y conservaciones a 30° C durante 1 y 4 semanas
a Aw: 0,65.

Material e instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Cromatografo liquido de alta resolucion: modelo 230 plus con detector de
fluorescencia modelo 363, ambos Varian, y programa integrador Varian.
Inyector manual de 20ul.

- Columna cromatografica: Tracer Excel 120 ODSA Sum 25x0,46
(Teknokroma)

- Rotavapor: Biichi modelo R110.

- Horno Pasteur: Selecta.

- Tubos pyrex con tapon de rosca y junta de teflon.

- Microjeringa: modelo Hamilton de 25 pl.

- Filtros: Millipore de 0,2 pm.

Reactivos

- Disolucién de tampédn borato 0,4M pH 9,5: 3,814g de borato de sodio
(Panreac) se disolvieron y aforaron a 100 ml con agua desionizada, y el pH se
ajusto con HCI 6N.

- Disolucion de tampon borato 0,25M pH 9.,5: 2,384g de borato de sodio
(Panreac) se disolvieron y aforaron a 100 ml con agua desionizada, y el pH se
ajusto con HCI 6N.

- Disolucién de tampédn borato 0,2M pH 9,5: 1,907g de borato de sodio
(Panreac) se disolvieron y aforaron a 100 ml con agua desionizada, y el pH se
ajusto con HCI 6N.

- Disoluciéon de borohidruro sédico 1M en NaOH 0,1M: se pesan 0,3783g de
borohidruro sdédico (Sigma) y se aforan a 10 ml con NaOH 0,1 M.

- HCI 12,06M (Panreac).

- Disolucioén de o-phtaldialdehido (OPA): se pesan 50mg de OPA (Merck), y
disuelven con 1 ml de metanol para HPLC (Panreac); seguidamente se adicionan
3 ml de tampon borato 0,4M pH 9,5, 50ul de mercaptoetanol (Merck), y
finalmente 2 ml mas de tampdn borato. Se trabaja con una dilucidn a la mitad de
esta.
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- Eluyente A (tampon fosfato 0,015M, pH 7,2): 2,34g de fosfato monosodico y
2,13g fosfato disodico fueron pesados y aforados a 11 con agua desionizada, el
pH se ajustd con HCI 6N

- Eluyente B: acetonitrilo para HPLC (Panreac).

Preparacion de la muestra

El andlisis de CML se realiz6 siguiendo el método de Drusch y col. (1999) con
algunas modificaciones.

Se depositan 0,5 ml de formula previamente reconstituida (1,2 g aforados a 10
ml con agua desionizada) en tubos pyrex con tapon de rosca y junta de teflon, junto con
1,5 ml de tampén borato 0,2 M pH 9,5 y 1 ml de borohidruro sédico 1 M y se dejan a
temperatura ambiente durante 4 horas para que tenga lugar la reduccion. Seguidamente
se adicionan 0,5 ml de HCI 12,06 M, se dejan reaccionar y finalmente se adicionan 2,5
ml mas de HCI, hasta obtener una concentracion final de 6 M, se pasa N, por 2 minutos,
se cierran los tubos y finalmente se llevan a hidrolisis a 110°C/20 horas.

El contenido de los tubos es trasvasado a un matraz de 50 ml y llevados a
sequedad en rotavapor a 60° C. El residuo se disuelve en 5 ml de agua desionizada y se
filtra, se lleva nuevamente a sequedad en rotavapor y disuelve en 10 ml de tampdén
borato 0,25 M pH 9,5, se pasa por filtro de 0,2 um, y se inyecta.

Analisis cromatografico

- Volumen inyectado: 20 pl.

- Flujo: 0,8 ml/min.

- Temperatura: ambiente.

- Sensibilidad: estandar.

- Ganancia: X10

- Longitudes de onda del detector: 340 nm de excitacion y 455 nm de emision.
- Tiempo de analisis: 40 minutos.

- Rampa de elucion:

40%B ___  40%B

AN

30 min 5 min

10%B 10%B

Identificacion

Se realiz6 mediante la adicion de patron CML sintetizado (figura 8), observando
el incremento obtenido y la concordancia con el tiempo de retencion, previa
derivatizaciéon con OPA (500ul de tampoén borato 0,4M pH 9,5+100ul de muestra+50ul
de OPA) e inyeccion tras 5 minutos en oscuridad. Asi mismo, la identidad y pureza
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(9%) fue confirmada por comparacidon con un patrén cedido por el Instituto del Frio
(CSIC) de Madrid.

Figura 8: Cromatograma de patrén CML.

/ CML

_

0 Tiermpo (min) i

Determinacidén
Se utilizé el método de estandar externo.

Curva de calibrado: se realiz6 una curva de calibrado en la que se tomd como
ordenada el area del pico de CML y como abscisa la cantidad en g/ml. Las
concentraciones de CML utilizadas para la obtencion de la curva de calibrado se
encuentran entre 1,9x10” y 9,5x10™ g/ml. La ecuacién de la recta fue la siguiente:

Y =1x 10° X + 98635 > =1,0000

11.2.2.7. Determinacion de fluorescencia

Fundamento
Determinacion espectrofluorimétrica a 345 nm de excitacion y 415 nm de

emision de los compuestos fluorescentes no ligados a proteinas separados mediante
precipitacion con acido tricloroacético (ATC) y posterior centrifugacion.
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Muestras

Se analizaron las muestras de férmulas infantiles, y sistemas modelo, recogidas
en los apartados I1.1.2. y II.1.4.

Instrumental

- Espectrofluorimetro Perkin Elmer modelo 204 .
- Centrifuga: Heraeus Christ GMHB de 5000 r.p.m.

Reactivos

- Disolucion de ATC 40% (Sigma) en agua.

- Tampén fosfato 0,02 M pH 7 y CINa 0,015 M: disolver 0,4228 g de fosfato

monosddico anhidro (Panreac), 1,4640 g de fosfato disddico anhidro (Panreac) y

0,8766 g de cloruro sodico (Sigma) en 1 1 de agua destilada.

- Disolucion de sulfato de quinina (Merck): 1 mg/l en H,SO4 (Merck) 0,1N.
Preparacion de la muestra

Para la determinacion de los compuestos fluorescentes no unidos a proteinas se
procede a la precipitacion de estas con TCA. Para ello a 1 ml de férmula infantil
previamente reconstituida (0,12 g/ml) con agua desionizada, o sistema modelo se le
adiciona 1 ml de TCA 40% y se centrifuga durante 15 minutos a 4500 r.p.m.

Procedimiento

La técnica fluorimétrica utilizada esta basada en el método de determinacion de
compuestos fluorescentes de Morales y Jiménez-Pérez (2001).

Se toman 500 pl del sobrenadante previamente obtenido y se afiaden 2,5 ml de

tampon fosfato, midiendo la fluorescencia a una A = 345 nm y una A¢y, = 415 nm frente
a un patron de sulfato de quinina de 1 mg/1.

11.2.2.8. Determinacion de reflactancia

Fundamento

Medida de los parametros colorimétricos L*, a* y b*, utilizados como sistema
de medida oficial de la Comisién Internacional de Iluminacién (CIE), mediante
espectrofotometria de reflactancia.

Muestras

Se analizaron las muestras de formulas infantiles recogidas en el apartado I1.1.2.
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Instrumental

- Espectroradiometro modelo PR-704/pc SpectraScan (PhotoResearch).
- Camara especial (modelo CAC 120 de Verivide).

- [luminacion estandar (Dgs).

- Blanco estandar de referencia.

- Placas petri (@ =9 cm).

Preparacion de la muestra

Las muestras almacenadas a —20°C fueron descongeladas previo a su analisis
manteniéndolas a temperatura ambiente. Las muestras son depositadas en placas petri y
compactadas lo mas homogéneamente posible, ejerciendo siempre una presion similar
con un embolo metalico de didmetro ligeramente inferior al de la placa.
Procedimiento

Tras la calibracion del espectroradiometro con el blanco estandar se introducen
las muestras en la camara especial y se efectian las medidas utilizando un sistema de
colorimetria triestimular (X, Y, Z) como se sugiere en el CIE 1931, (1986). A partir de
estos valores, las coordenadas de cromaticidad (L *, a * y b *) de cada muestra fueron
calculados. El indice de amarillez fue calculado con la siguiente foérmula:

Y1=142,86b*/L* (Pagliarini y col., 1990). La lectura fue tomada 8 veces en cada
muestra, 4 en un mismo punto y 4 moviendo el campo.

I1.2.2.9. Determinaciones complementarias
11.2.2.9.1. Determinacion de extracto seco

Fundamento

Determinacion gravimétrica del residuo, expresado en porcentaje en peso,
obtenido a partir de una cantidad conocida de férmula desecada.

Muestras

Se analizaron los ingredientes y féormulas infantiles recogidos en los apartados
I.1.1.y IL1.2.

Instrumental
- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.
- Horno Pasteur: Selecta.

- Pesasustancias de vidrio de 2 cm de altura y de 6 cm de diametro.

Preparacion de la muestra

Las muestras fueron descongeladas previo analisis a temperatura ambiente.
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Procedimiento

El andlisis de las muestras se realizd siguiendo el método n°® 927.05 de la
Asociacion Oficial de Analistas Quimicos (AOAC, 1990).

Secar el pesasustancias a 102°C durante 30 minutos, colocar el pesasustancias
tapado en un desecador, dejarlo enfriar y pesarlo. Poner 1,5 g de muestra e introducir en
estufa a 100°C durante 5 horas, enfriar en desecador y pesar. Repetir la operacion hasta
que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no sea mayor de 0,5 mg.

Calculos
Contenido en extracto seco % = (P-P’/ P) x 100

P’=Peso en gramos de la muestra tras la desecacion.
P =Peso en gramos de la muestra antes de la desecacion.

11.2.2.9.2. Determinacion de proteinas

Fundamento

El contenido en proteina es el resultado de multiplicar el contenido en nitrogeno,
determinado por el método Kjeldahl, por 6,40, establecido como factor de
transformacion del nitrogeno en proteina para leche y productos lacteos.

Muestras

Se analizaron los ingredientes y formulas infantiles recogidos en los apartados
I.1.1, I1.1.2 y IL.1.3.

Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.
- Aparato Kjeldahl: Biichi modelo B-316.
- Placa calefactora: Bloc Digest 12 (Selecta).

Reactivos

- Catalizador: 100 g de sulfato potasico (Merck), 6 g de sulfato de cobre
(Merck) y 1 g de selenio (Merck) triturados y homogeneizados.

- Acido sulfarico concentrado (Panreac).

- Disolucion de hidroxido sodico al 33% (p/v) (Panreac).

- Disolucion titulante: acido clorhidrico 0,0995 N (Merck).

- Indicador: 0,2 g de rojo de metilo (Merck) y 0,1 g de azul de metileno (diluidos
ambos en 100 ml de etanol al 95%).

- Disolucion de acido borico al 4% (Panreac).
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Preparacion de la muestra

Las muestras fueron descongeladas previo analisis a temperatura ambiente.

Procedimiento

El analisis de las muestras se realizoé siguiendo el método n°® 920.105 de la
Asociacion Oficial de Analistas Quimicos (AOAC, 1990).

Se depositan alrededor de 0,20 g de ingrediente proteico y 5 g de formula
infantil en un tubo de digestion. Se adiciona también 2 g de catalizador, 20 ml de acido
sulfurico concentrado y unas perlas de vidrio. Se lleva a la placa calefactora donde se
realiza la digestion durante 30 minutos a 200°C, 90 minutos a 400°C y 30 minutos en
extraccion de vapores. Posteriormente se adicionan 25 ml de agua destilada.

En el aparato de destilacion, se ajusta el tubo de digestion y se coloca un matraz
erlenmeyer de 250 ml de capacidad que contiene 50 ml de &cido boérico al 4% y unas
gotas de indicador.

Se adiciona disolucion de hidroxido sodico al 33% al tubo Kjeldahl de digestion
hasta cambio de color y se procede a su destilacion con vapor de agua durante 6

minutos. Se recogen aproximadamente 150 ml de destilado y se valora el borato
producido con disolucion de acido clorhidrico.

Calculos
% Nitrogeno = (V x 0,0995 x 1,4)/P
V =ml de HCL 0,00995 gastados en la valoracion.
P = peso de la muestra en gramos
% Proteinas = %N x 6,40
6,40 = factor de conversion de nitrégeno en proteinas para leche y productos

lacteos.

11.2.2.9.3. Determinacion de azucares

Fundamento

Determinacién de los mono, di y trisacaridos mediante cromatografia gaseosa
previa formacion de los derivados trimetilsililados de sus oximas.

Muestras

Se analizaron los ingredientes recogidos en el apartado 1I.1.1.
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Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Cromatégrafo de gases: Autosystem GC (Perkin Elmer) e integrador-
computador Perkin-Elmer Nelson con programa 1020.

- Columna cromatografica: Columna capilar Chrompack CP-SIL 5 CB de 25 m
x 0,25 mm y 0,25 pm (Sugelabor).

- Microjeringa graduada: Hamilton-Bonaduz 7002 de 2 pl.

- Horno Pasteur: Selecta.

- Rotavapor: Buchi modelo B-480.

- Centrifuga: Heraeus Christ GMBH de 5000 r.p.m.

Reactivos

- Disolucion de TCA al 40% (Panreac).

- Disolucion etanol-agua (50:50) (Panreac).

- Acetona (Panreac).

- Disolucion de clorhidrato de hidroxilamina 5% (Sigma) en piridina (Panreac).

- Sulfato magnésico (Sigma).

- Hexametildisilazano (HMDS) (Merck).

- Acido trifluoroacético (TFA) (Merck).

- Hexano (Sigma).

- Patrén interno: disolucion de trehalosa al 0,5% (Sigma) y mioinositol al 0,25%
(Sigma) en metanol-agua (60:40).

- Azucares patron: galactosa, sacarosa, lactosa, maltosa, maltotriosa (Sigma) y
glucosa (Merck).

Preparacion de la muestra

Se parte de 2 g aproximadamente de cada ingrediente proteico y se aforan a 25
ml con agua desionizada. A 1 ml de la disolucion anterior se le adiciona 1 ml de TCA
40% y se centrifuga a 4500 r.p.m. durante 10 minutos. Se toma 1 ml de sobrenadante y
se adicionan 9 ml de disolucion de etanol-agua (1:1), se agita y se deja reposar. De la
disolucion resultante se toma 1 ml y se adiciona 1 ml de patrén interno, se deseca en
rotavapor y finalmente se termina de secar con nitrogeno. Para realizar el proceso de
oximacion se afladen 1 ml de clorhidrato de hidroxilamina y se llevan a 75°C/30
minutos. En los FOS no es necesario precipitar, se parte de 1 g de muestra y se realiza el
mismo procedimiento.

Procedimiento

El analisis de mono, di y trisacéridos se realiz6 siguiendo el método de Troyano
y col. (1992). Se toma 1 ml de la solucidon anteriormente preparada y se generan los
trimetilsilil derivados de los azucares mediante adiciéon de 1 ml de HMDS, 100 pul de
TFA y calentamiento a 60°C durante 1 hora en tubos con tapon de rosca. Posteriormente
se enfria, se adicionan 100 ul de hexano, se agita y se afladen 1 ml de agua. Tras
agitacion y reposo se forman dos capas y se procede al analisis de los derivados
contenidos en el hexano (capa superior).
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Analisis cromatografico

- Volumen inyectado: 1,5 pl.

- Temperatura del inyector: 270°C.

- Temperatura del detector: 300°C.

- Detector: detector de ionizacion de llama (FID).
- Splitt 1:35.

- Flujo del gas portador (N3): 1,43 ml/min.

- Tiempo de analisis: 50 minutos.

- Programa de temperatura y tiempos:

30min
300°C

M’(C/min
206°C
ml:’ﬁn
180°C

Identificacion

La identificacion se realizdé mediante concordancia con el tiempo de retencion de
los derivados obtenidos de los patrones y de los diversos azucares.

Determinacién

Se realiz6 por el método de patron interno: mioinositol (0,25%) para
monosacaridos y trehalosa (0,5%) para disacaridos y trisacaridos.

Curvas de calibrado: se construyeron tres curvas de calibrado, una para glucosa,
maltosa y maltotriosa, otra para lactosa y galactosa y una para la sacarosa. Las
concentraciones de los azucares de las rectas estaban comprendidas entre 0,4375-7%
para glucosa, maltosa y lactosa, 0,25-4% para sacarosa y maltotriosa, y 0,0625-1% para
la galactosa. Las ecuaciones obtenidas son:

GLUCOSA Y =0,4901 X —0,007 1*=0,9999

LACTOSA Y =0,185 X+ 0,0669 I’ =0,9944

MALTOTRIOSA Y =0,1648 X —0,0231  r>=0,9992
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SACAROSA Y =0,1398 X - 0,0004 = 1,0000

GALACTOSA Y =0,3549 X + 0,005 r*=0,9978

MALTOSA Y =0,2392 X-0,011 =1

11.2.2.9.4. Determinacion de acidos grasos

Fundamento

Determinacion por cromatografia gaseosa de los acidos grasos previa formacion
de los correspondientes esteres metilicos.

Muestras
Se analizaron las féormulas infantiles recogidas en el apartado I1.1.2.
Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Cromatografo de gases: Autosystem GC (Perkin Elmer) e integrador-
computador Perkin-Elmer Nelson con programa 1020.

- Columna cromatografica: Columna capilar SP-2330 de 30 m x 0,75 mm
(Teknokroma, Barcelona, Espafia).

- Microjeringa graduada: Hamilton-Bonaduz 7002 de 2 pl.

- Horno Pasteur: Selecta.

- Rotavapor: Buchi modelo B-480.

- Centrifuga: Heraeus Christ GMBH de 5000 r.p.m.

- Refrigerante.

- Mechero, tripode y rejilla.

Reactivos

- Cloroformo (Sigma).

- Metanol (Sigma)

- Butil hidroxi anisol (BHA) (Sigma).

- Hexano (Panreac).

- Disolucién de metilato sédico: se disuelven 5 g de sodio metal en 1000 ml de
metanol absoluto.

- Disolucion de acido sulfurico al 3% en metanol (Sigma).

- Disolucion saturada de NaCl.

- Patron interno: acido margarico C17 en hexano (20 mg/ml).

- Esteres metilicos patron de acidos grasos (Sigma).
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Preparacion de la muestra

Para la extraccion de la grasa se siguid el método de Folch y col. (1957). Se
parte de 1,2 g aproximadamente de cada formula y se aforan a 10 ml con agua
desionizada. A 2 ml de la disolucion anterior se le adiciona 20 ml de solucién
cloroformo-metanol (2:1), 2 ml de antioxidante butil hidroxi anisol (BHA) 1500 ppm y
200 pl de patron interno C17 (20 mg/ml), se agitan durante 30 minutos en un
erlenmeyer ambar de 250 ml provisto de un tapon de caucho. Seguidamente esta
solucion es centrifugada a 4500 rpm durante 10 minutos obteniéndose tres capas. Se
toma la capa cloroféormica (inferior) y deseca en rotavapor a 35°C.

Procedimiento

Se generan los esteres metilicos mediante adicion de 6 ml de metilato sddico y
calentando durante 5 minutos en un sistema con refrigerante; una vez que ha dejado de
ebullir se adicionan 6 ml de H,SO4 al 3% y se calienta durante 5 minutos mas. Una vez
frio se adicionan 4 ml de hexano y solucién saturada de NaCl hasta separar la fase
etérea, la cual es extraida con pipeta pasteur e inyectada.

Analisis cromatografico

- Volumen inyectado: 2,0 pl.

- Temperatura del inyector: 250°C.

- Temperatura del detector: 300°C.

- Detector: detector de ionizacion de llama (FID).
- Splitt 1:35.

- Flujo del gas portador (N3): 1,43 ml/min.

- Tiempo de analisis: 30 minutos.

- Programa de temperatura y tiempos:

5 min
230°C ———*>

5 min
190°C ——*>

/15°C/min

5°C/min

50°C

Identificacion

La identificacion se realiz6 mediante concordancia con el tiempo de retencion de
los derivados obtenidos de los patrones y de los diversos esteres metilicos patron.
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Determinacion
Se realizd por el método de patron interno: dcido margarico (C17).

Curvas de calibrado: se construyeron dos curvas de calibrado, una para el C12,
Cl16 y C18, y otra para el C8, C10, C14, C18:1, C18:2, C18:3, C20 y C22. Mediante
estas curvas se obtuvieron los factores de respuesta de cada ester metilico con respecto
al patron interno de referencia. Cada recta fue inyectada tres veces, obteniéndose los
siguientes factores de respuesta: 1,0527 (C8), 0,989 (C10), 0,913 (C12), 0,958 (C14),
0,908 (C16), 0,947 (C18), 0,914 (C18:1), 0,997 (C18:2), 1,13 (C18:3), 1,015 (C20),
1,061 (C22). Las concentraciones de los esteres metilicos de las rectas estaban
comprendidas entre 0.00094 - 0.015 mg/ml para el C12, C16 y C18, y 0,0005 — 0,008
mg/ml para, el C6, C10, C14, C18:1, C18:2, C18:3, C20 y C22.

Calculos
mg Acidos grasos/ml = FR x mg Patrén x R.areas (Acidos grasos/Patron)
FR = Factor de respuesta
Patrén = Cy5

R. areas = relacion de areas

%Acidos grasos = (mg Acidos grasos/mg de muestra) x100

11.2.2.9.5. indice de peréxidos

Fundamento

Determinacion del oxigeno activo contenido en grasa, mediante la valoracion del
I, liberado por la oxidacion del IK en medio acido el cual es proporcional a los
peroxidos existentes.
Muestras

Se analizaron las féormulas infantiles recogidas en el apartado I1.1.2.

Instrumental

- Balanza digital: Mettler modelo AE 200.

- Horno Pasteur: Selecta.
- Rotavapor: Buchi modelo B-480.
- Centrifuga: Heraeus Christ GMBH de 5000 r.p.m.
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Reactivos

- Cloroformo (Sigma).

- Metanol (Sigma)

- Acido acético glacial (sigma).

- Disolucion saturada de yoduro potasico (Panreac).
- Disolucion de tiosulfato sédico (Panreac) 0.01N.

- Disolucion de almidon (Panreac) al 1%.

Preparacion de la muestra

Para la extraccion se siguio el método de Folch y col. (1957). Se parte de 3 g
aproximadamente de cada formula y se aforan a 25 ml con agua desionizada. A 10 ml
de la disolucion anterior se le adicionan 40 ml de solucion cloroformo-metanol (2:1), y
se agitan durante 30 minutos en un erlenmeyer ambar de 250 ml provisto de un tapon de
caucho. Seguidamente esta solucion es centrifugada a 4500 rpm durante 10 minutos
obteniéndose tres capas. Se toma la capa cloroformica (inferior) y deseca en rotavapor a
35°C.

Procedimiento

El analisis del indice de perdxidos en las muestras se realiz6 siguiendo el método
n°® 965.33 de la Asociacion Oficial de Analistas Quimicos (AOAC, 1990) para aceites y
grasas.

A la grasa extraida (0,25 g aproximadamente) se le adicionan 4 ml de una
mezcla de tres volumenes de acido acético y un volumen de cloroformo, agitando hasta
total disolucion de la muestra. Por tltimo se adiciona 1 ml de solucion saturada de
yoduro potasico, se cierra el matraz y se mantiene en agitaciéon durante un minuto,
imprimiéndole un suave movimiento de rotacion, conservandolo después en la
oscuridad durante cinco minutos. Al cabo de este tiempo se agregan 10 ml de agua y 1
ml de disolucion de almidon, se agita vigorosamente y se valora el yodo liberado con
disolucion de tiosulfato 0,01 N, hasta desaparicion del color del complejo I, — almidon
(azul).

Paralelamente se efectia una prueba en blanco.

Calculos

Meq O, activo/Kg de grasa= (n-n”) N 1000

P
n=ml de tiosulfato consumido en la valoracion
n’=ml de tiosulafato consumido en la prueba en blanco
N=normalidad de la disolucion de tiosulfato (0,01N)
P=peso de la grasa
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11.2.2.9.6. Determinacion de pH
Fundamento

Determinacion de la concentracion de hidrogeniones mediante pHmetro.
Muestras

Se analizaron los sistemas modelo recogidos en el apartado I1.1.4.
Instrumental

- pHmetro Crison Basic 20.
Reactivos

- Soluciones patron de pH 4,01 y 7,00 (Crison).
Preparacion de la muestra

Las muestras congeladas a —-20°C fueron descongeladas previo analisis
manteniéndolas a temperatura ambiente.

Procedimiento
Se procede a la calibracion diaria del pHmetro con las soluciones tampon a

25°C. Posteriormente se procede a la determinacion del pH de las muestras, mantenidas
a similar temperatura.

98



99

Resultados

III. RESULTADOS



Resultados

100



Resultados

II1.1. Determinacion de compuestos furanicos
(hidroximetilfurfural y furfural)

II1.1.1. Analisis de muestras

II1.1.1.1. Ingredientes proteicos
Los resultados obtenidos en la determinacién de HMF y furfural expresados en

mg/kg de muestra y mg/100 g de proteina se pueden observar en la tabla I11.1.2.1-1.

Tabla I11.1.1.1-1: Contenido de HMF y furfural en ingredientes proteicos de formulas
infantiles.

Ingredientes HMF Furfural
mg/kg mg/100g

de proteina
Lactosuero 1 - - -

PSLBL 4,60+0,14 | 0,60+0,02 n.d.
PSL 1,00+0,05 | 0,16+0,01 n.d.
E-300 7,42+0,19 | 2,47+0,06 n.d.

Lactosuero 2 0,26+0,04 | 0,16+0,03 n.d.
Lactosuero 3 0,29+0,02 | 0,22+0,02 n.d.

cCl1 n.d. n.d. n.d.
CcC2 n.d. n.d. n.d.
CC3 n.d. n.d. n.d.

CS n.d. n.d. n.d.
APS n.d. n.d. n.d.

P. Soja n.d. n.d. n.d.
Soja Austria 0,21+0,04 | 0,05+0,01 n.d.
PSLBLPH n.d. n.d. n.d.
Hidrocaseina n.d. n.d. n.d.

n=2
n.d.=no detectado

II1.1.1.2. Formulas infantiles

Los resultados obtenidos en la determinacion de HMF y furfural expresados en mg/kg de
muestra y mg/100 g de proteina de la formula D se pueden observar en la tabla I11.1.1.2-1.
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Tabla II1.1.1.2-1: Contenido de HMF vy furfural en la formula D.

HMF Furfural
mg/kg mg/100g de mg/kg mg/100g de
proteina proteina
Mezcla de ingredientes n.d. n.d. n.d. n.d.
Producto final 0,22+0,05 0,16+0,06 n.d. n.d.
3 meses/30°C 0,59+0,03 0,44+0,07 n.d. n.d.
12 meses/30°C 0,99+0,05 0,74+0,06 n.d. n.d.
24 meses/30°C 1,04+0,07 0,77+0,08 n.d. n.d.
n=2

n.d.=no detectado

II1.1.1.3. Formulas infantiles comerciales

Los resultados obtenidos en la determinacion de HMF y furfural expresados en
mg/kg de muestra y mg/100 g de proteina se pueden observar en la tabla II1.1.1.3-1.

Tabla II1.1.1.3-1: Contenido de HMF vy furfural en formulas infantiles comerciales.

Formulas HMF Furfural
mg/kg mg/100g de mg/kg mg/100g de

proteina proteina

1? n.d. n.d. n.d. n.d.
2° 2,28+0,39 1,57+0,27 0,17+0,01 0,12+0,01

3° n.d. n.d. n.d. n.d.
4 1,28+0,00 1,07+0,00 0,31+0,05 0,26+0,04
52 5,01+0,13 4,82+0,13 0,08+0,01 0,08+0,01
6° 3,45+0,03 2,97+0,03 0,12+0,00 0,10+0,00
7° 5,17+0,33 4,14+0,26 0,08+0,00 0,06+0,00
8? 2,08+0,07 1,73+0,06 0,19+0,01 0,16+0,01
9° 4,52+0,05 3,10+0,03 0,14+0,00 0,10+0,00

10 n.d. n.d. n.d. n.d.
11* 4,59+0,04 3,99+0,03 0,16+0,01 0,14+0,01
12> 14,240,50 | 11,7£0,41 | 0,62+0,04 | 0,51+0,03
13* 2,27+0,02 1,83+0,02 0,08+0,00 0,06+0,00
14? 4,92+0,09 3,46+0,06 0,06+0,00 0,04+0,00

n=2

n.d.=no detectado
*= Formulas de Inicio

® = Formulas de Continuacion
*= Formulas parcialmente hidrolizadas
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I11.2. Determinacion de furosina

II1.2.1. Estudios preliminares

Se realizo un estudio para optimizar la transformaciéon de los compuestos de
Amadori a furosina para cada tipo de formula A, B y C tomando diferentes cantidades
de proteinas e hidrolizando bajo las mismas condiciones. Las concentraciones
analizadas expresadas en mg de proteina/ml de HCI de hidrdlisis fueron 0,28, 0,71,
1,42, 2,83 y 6,37 para las formulas A y B, y 0,33, 0,82 y 6,24 para la formula C. Las
formulas fueron hidrolizadas con 8 ml de HCI 7,95 N durante 24 horas a 110°C.

La figuras 9, 10 y 11 ilustran los resultados obtenidos.

Figura 9: Furosina obtenida en la formula A.
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Figura 11: Furosina obtenida en la formula C.
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El estudio de precision se realizO en una formula infantil comercial de
continuacion (n=8). Los resultados obtenidos se observan en la tabla I11.2.1-1.

Tabla II1.2.1-1: Precision de la medida de furosina.

Muestra

Furosina
mg/100g prot

0N N L AW N

1168
1186
1173
1271
1268
1231
1217
1254

Media = 1221
On1 = 41,8

CV (%) =34

La figura 12 muestra el cromatograma obtenido para la formula A conservada a 30°C

durante 4 semanas a Aw 0,65.
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Figura 12: Cromatograma de furosina en la formula A conservada a 30°C durante 4
semanas a Aw 0,65.
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I11.2.2. Analisis de las muestras

I11.2.2.1. Ingredientes proteicos

La tabla I11.2.2.1-1 recoge los valores de furosina expresados en mg/g de
muestra y mg/100 g de proteina.

Tabla I11.2.2.1-1: Contenido de furosina en ingredientes proteicos.

Ingredientes mg/g de muestra mg/100 g de
proteina
Lactosuero 1 11,0£0,11 1250+13
PSLBL 10,9+0,16 1435421
PSL 2,97+0,05 464+7,7
E-300 2,524+0,00 841+0,1
Lactosuero 2 0,57+0,04 354423
Lactosuero 3 0,84+0,02 644+18
CCl1 0,60+0,02 60,3+£2,0
CcC2 0,21+0,00 22,8+0,1
CC3 0,36+0,01 39,6+1,4
CS 0,51+0,01 60,5+1,7
APS 0,30+0,01 33,8+1,3
P.Soja 0,05+0,00 5,85+1,1
Soja Austria 0,11%0,00 26,7+2.4
PSLBLPH 0,17+0,01 20,3+0,7
Hidrocaseina 0,01+0,00 1,36+0,4

n=2
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I11.2.2.2. Formulas infantiles

a) Procesado
La tabla I11.2.2.2-1 muestra los contenidos de furosina expresados en mg/g y

mg/100 g de proteina en formulas infantiles obtenidas en planta industrial y piloto
durante las diferentes etapas de elaboracion.

Tabla I11.2.2.2-1: Contenido de furosina en las formulas A, B, C y D durante el

procesado.

Formulas Planta Industrial Planta Piloto
A mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes 0,55+0,01 620+15,0 0,70+0,04 802+41,6
Adicion de grasa 0,50+0,02 687+28,5 0,59+0,00 818+0,40
Secado (Producto final) 2,20+0,06 | 1937+60,5 1,19+0,05 1033+42,1
B mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes 0,355+0,01 360+4,45 0,65+0,03 5934+24,7
Adicion de grasa 0,445+0,04 | 551+429 0,59+0,00 663+1,60
Secado (Producto final) 0,955+0,01 800+4,71 0,98+0,08 812+64,0
C mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes 0,1+0,01 123+1,04 0,05+0,00 55,4+0,16
Adicion de grasa 0,15+0,01 217+12.4 0,08+0,00 10943,15
Secado 0,35+0,01 250+8,47 0,30+0,03 217+20,0
Producto final 0,34+0,02 256+15,3 0,27+0,00 199+2,08
D mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes - - 0,10£0,00 121+0,88
Adicion de grasa - - 0,15+0,04 217+6,09
Secado - - 0,70+0,03 511423,1
Producto final - - 0,62+0,06 458+42 4

n=2

b) Conservacion

En las tablas II1.2.2.2-2 a II1.2.2.2-5 se muestran los contenidos de furosina
expresados en mg/g y mg/100 g de proteina de las formulas infantiles elaboradas en
planta industrial y piloto conservadas a 4, 20 y 30°C durante 3, 6, 12, 15 y 24 meses.
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Tabla I11.2.2.2-2: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la
conservacion de la formula A.

Planta Industrial
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
(meses) proteina proteina proteina
0 2,25+0,07 | 1982+61,9 - - - -
3 - - 2,23+0,04 | 1972+37,1 | 2,63+0,03 | 2323+28,6
6 2,40+0,05 | 2118+43,4 | 2,48+0,03 | 2191+28,8 | 2,86+0,03 | 2526+30,6
12 2,89+0,02 | 2551+17,7 | 2,89+0,00 | 2547+0,00 | 3,36+0,03 | 2962+25,1
15 2,85+0,02 | 2518+20,0 | 3,11+0,02 | 2744+17,7 | 3,29+0,03 | 2906+30,0
24 2,57+0,01 | 227149,51 | 2,57+0,02 | 2270+17,7 | 3,11+0,00 | 2742+3,91
Planta Piloto
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
(meses) proteina proteina proteina
0 1,22+0,05 | 1055+43,0 - - - -
3 - - 1,32+0,05 | 1146%47,7 | 1,39+0,03 | 1199+27.8
6 1,20+£0,00 | 104243,10 | 1,32+0,01 | 1144+44,70 | 1,41£0,01 | 1223+10,6
12 1,32+0,00 | 1141+0,00 | 1,37+0,03 | 1188+29,6 | 1,59+0,05 | 1377+46,6
15 1,40+£0,03 | 1211430,2 | 1,36=0,06 | 1173+£54,9 | 1,55+0,05 | 1341+44.,6
24 1,52+0,03 | 1316+24,0 | 1,50+0,02 | 1300+£19,4 | 1,89+0,01 | 1636+5,88
n=2
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Tabla I11.2.2.2-3: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la
conservacion de la formula B.

Planta Industrial
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
(meses) proteina proteina proteina
0 0,97+0,01 | 815+4,80 - - - -

3 - - 1,10+0,04 | 924+33.8 | 1,184¢0,02 | 985+12.9

6 1,13+£0,01 | 948+6,95 | 1,15+0,01 | 967+8,01 | 1,26+0,01 | 1053+9,63

12 1,15+0,04 | 962+31,6 | 1,27+0,07 | 1060+56,7 | 1,28+0,01 | 1076+6,67

15 1,22+0,03 | 1026+26,1 | 1,25+0,02 | 1047£14,9 | 1,57+0,02 | 1314+20,1
24 1,13+0,02 | 945+16,1 | 1,38+0,04 | 1158+29,8 | 1,75+0,01 | 1462+7,13

Planta Piloto
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
(meses) proteina proteina proteina
0 0,99+0,08 | 822+64,8 - - - -
3 - - 1,15+0,03 | 950+21,6 | 1,34+0,03 | 1104+21.4
6 1,10+£0,02 | 913+12,7 | 1,13+0,03 | 933+£28,8 | 1,16+0,02 | 961+15,5
12 1,24+0,00 | 1027+1,30 | 1,26+0,02 | 1043+17,8 | 1,42+0,06 | 1174+45,9
15 1,25+0,02 | 1031+17,1 | 1,26+0,02 | 1043+17,6 | 1,44+0,02 | 1194+16,7
24 1,60+0,01 | 1319+£7,68 | 1,61+0,01 | 1328+12,2 | 1,64+0,05 | 1353+42.4
n=2
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Tabla I11.2.2.2-4: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la

conservacion de la formula C.

Planta Industrial

4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
(meses) proteina proteina proteina
0 0,34+0,02 | 261+£15,6 - - - -
3 - - 0,42+0,00 | 323+2.29 | 0,43+0,00 | 331+0,55
6 0,50+0,00 | 378+0,28 | 0,54+0,01 | 408+5,93 | 0,60+0,01 | 460+3,80
12 0,55+0,03 | 421£26,0 | 0,63+0,03 | 480+19.4 | 0,72+0,03 | 551+19,1
15 0,53+0,01 | 401+5,14 | 0,61+0,01 | 461+11,1 | 0,71+0,01 | 538+11,2
24 0,42+0,01 | 322+6,38 | 0,46+0,02 | 349+15,3 | 0,81+0,01 | 616+10,8
Planta Piloto
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
(meses) proteina proteina proteina
0 0,27+0,00 | 202+2,11 - - - -
3 - - 0,30+0,00 | 225+0,23 | 0,334+0,01 | 247+4,97
6 0,34+0,01 | 258+4,40 | 0,37+0,01 | 282+6,32 | 0,44+0,01 | 333+8,17
12 0,31+0,03 | 236+21,9 | 0,40+0,03 | 302+24,9 | 0,47+0,04 | 352+30,6
15 0,30+0,01 | 223+8,56 | 0,36+0,01 | 2714+4,61 | 0,47+0,03 | 355+20,4
24 0,44+0,00 | 3334+3,37 | 0,43+0,01 | 320+9,24 | 0,74+0,02 | 5544122
n=2

109




Resultados

Tabla I1I1.2.2.2-5: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la
conservacion de la formula D.

Planta Piloto
4°C 20°C 30°C

Tiempo mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g mg/g mg/100 g
(meses) proteina proteina proteina

0 0,59+0,00 | 435+2.,44 - - - -

3 - - 0,58+0,00 | 427+2,83 | 0,60+0,00 | 444+1,02

6 0,57+0,00 | 426+1,95 | 0,59+0,01 | 437+3,62 | 0,62+0,01 | 456+4,54

12 0,65+0,00 | 481+0,48 | 0,66+0,02 | 487+15,5 | 0,70+0,01 | 520+3,54

15 0,75+0,03 | 554420.4 | 0,76+0,02 | 562+17,2 | 0,82+0,03 | 619+24,0

24 0,84+0,00 | 621+0,53 | 0,84+0,02 | 619+14,3 | 0,96+0,03 | 709+23,1

n=2

¢) Conservacion Aw 0,65

En las tablas I11.2.2.2-6 a I11.2.2.2-9 se muestran los contenidos de furosina
expresados en mg/g y mg/100 g de proteina de las formulas infantiles elaboradas en
planta industrial y piloto conservadas a Aw 0,65 durante 1, 2, 3 y 4 semanas a 20 y
30°C.
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Planta Industrial Planta Piloto
20°C 30°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g
(semanas) proteina proteina proteina proteina
0 2,24+0,07 | 19814+61,9 - - 1,22+0,05 | 1055+43.,0 - -
1 2,81+0,04 | 2479+34,6 | 3,27+0,03 | 2883+22,7 | 1,39+0,03 | 1199+29,5 | 1,83+0,02 | 1583+20,0
2 2,97+0,01 | 2624+11,8 | 3,78+0,01 | 3308+4,10 | 1,40+0,03 | 1208+28,6 | 2,69+0,01 | 2327+8,76
3 3,17+0,06 | 2796+51,3 | 4,34+0,03 | 3829+23,0 | 1,54+0,04 | 1336+31,5 | 2,98+0,05 | 2579+44,4
4 3,03+0,01 | 2673+8,10 | 4,47+0,00 | 3945+1,46 | 1,73+0,04 | 1502+35,5 | 3,49+0,07 | 3021+58,7
n=2

Planta Industrial Planta Piloto
20°C 30°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g
(semanas) proteina proteina proteina proteina
0 0,97+0,01 | 815+4,80 - - 0,99+0,08 | 822+64,8 - -
1 1,22+0,06 | 1019+£51,8 | 1,64+0,00 | 1373+2,18 | 1,06+0,00 | 878+3,54 | 1,57+0,01 | 1299+10,1
2 1,15+£0,04 | 967+37,3 | 2,00+0,04 | 1677£32,6 | 1,03+0,01 | 852+11,8 | 1,87+0,02 | 1549+15,6
3 1,44+0,03 | 1206+28,3 | 2,26+0,03 | 1895+27,8 | 1,25+0,03 | 1033+23,7 | 1,87+0,05 | 1547+39,7
4 1,78+0,04 | 1490+35,3 | 2,50+0,03 | 2090+27,7 | 1,47+0,06 | 12154+45,9 | 2,17+0,04 | 1797£29,2
n=2

111

Resultados

Tabla I11.2.2.2-6: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la conservacion a Aw 0,65 de la formula A.

Tabla I11.2.2.2-7: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la conservacion a Aw 0,65 de la formula B.



Planta Industrial Planta Piloto
20°C 30°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g
(semanas) proteina proteina proteina proteina
0 0,34+0,02 | 261+15,6 - - 0,27+0,01 | 202+2,11 - -
1 0,44+0,02 | 332+15,5 | 0,74+0,01 | 562+4,52 | 0,334+0,05 | 251+38,4 | 0,57+0,01 | 427+11,2
2 0,51+0,01 | 390+7,72 | 0,96+0,03 | 730+25,0 | 0,324+0,00 | 240+1,42 | 0,81+0,05 | 608+35,1
3 0,53+0,04 | 405+27,2 | 1,47+0,00 | 1120+1,57 | 0,31+0,00 | 231+0,29 | 1,14+0,02 | 855+14,3
4 0,57+0,02 | 430+18,5 | 1,79+0,04 | 1361+33,6 | 0,38+0,02 | 289+16,3 | 1,49+0,03 | 11194225
n=2

Planta Piloto
20°C 30°C

Tiempo mg/g mg/100g mg/g mg/100g
(semanas) proteina proteina

0 0,58+0,00 | 435+2.44 - -
1 0,64+0,06 | 476+41,3 | 0,67+0,01 | 501%7,57
2 0,63+0,02 | 463+12,8 | 0,99+0,05 | 733+33,4
3 0,65+0,02 | 483+16,7 | 1,06+0,03 | 783+22.9
4 0,66+0,01 | 492+6,99 | 1,14+0,02 | 847+11,6

n=2
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Tabla I11.2.2.2-8: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la conservacion a Aw 0,65 de la formula C.

Tabla I11.2.2.2-9: Contenido de furosina (expresado en extracto seco) durante la conservacién a Aw 0,65 de la formula D.



Resultados

I11.2.2.3. Formulas infantiles comerciales

En la tabla II1.2.2.3-1 se muestran los contenidos de furosina expresados en
mg/g y mg/100 g de proteina.

Tabla I11.2.2.3-1: Contenido de furosina en férmulas infantiles comerciales.

Formula mg/g g/100g de
proteina
1? 0,89+0,03 | 936+29,8
2° 1,77+0,06 | 1221+41,8
3° 1,40+0,04 | 1166+35,7
47 1,67+0,04 | 1392+31,2
5% 0,83+0,02 | 796+16,1
6° 1,00+0,03 | 865+25,7
7° 0,95+0,02 | 757+16,6
8? 1,00+0,03 | 830+21,3
9° 0,89+0,03 | 608+20,7
10 1,68+0,01 | 1459+10,8
117 ]0,86+0,00 | 752+1,97
12° 1,03+0,01 | 859+10,1
137 ]0,8840,02 | 711£16,6
14° 0,54+0,02 | 379+10,8
n=2

8= Férmulas de Inicio
b= Férmulas de Continuacion

*= Férmulas parcialmente hidrolizadas

111.2.2.4. Sistemas modelo

En las tablas II11.2.2.4-1 a II1.2.2.4-3 se muestran los contenidos de furosina
expresados en mg/g y mg/100 g de proteina de los sistemas modelo elaborados,
sometidos a diferentes tratamientos térmicos.
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Tabla I11.2.2.4-1: Contenido de furosina en sistemas modelo elaborados con FOS y proteinas lacteas.

Temperatura (°C)
80° 90° 100° 120°

Sistemas Tiempo mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g
Modelo (minutos) proteina proteina proteina proteina

0 - 3,52+1,12 - - - - - -
FOS- 3 - 3,09+0,36 - 3,71%0,62 - 4,99+0,47 - 4,23+0,23
Hidrocaseina 6 - 2,96+0,20 - 4,7840,15 - 5,13+0,09 - 5,34+0,46
10 - 3,18+0,35 - 5,14+0,14 - 7,78+0,62 - 7,48+0,64

FOS-PSLBL 0 1,20+0,09 | 14234+2,02 - - - - - -

10 - - - - 0,97+0,07 | 1206+85,1 - -

FOS-CC 2 0 0,02+0,00 | 26,0+0,50 - - - - - -
10 - - - - 0,02+0,00 | 26,7£0,07 | 0,02+0,00 | 27,3+2,14

FOS- 0 0,01+0,00 | 17,4+1,00 - - - - - -
PSLBLPH 6 - - - - - - 0,01+0,00 | 19,84+0,68
10 - - - - 0,01+0,00 | 18,3+0,14 | 0,02+0,00 | 20,7+1,32

n=2
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Tabla I11.2.2.4-2: Contenido de furosina en sistemas modelo elaborados con maltodextrinas y proteinas lacteas.

Temperatura (°C)
80° 90° 100°

Sistemas Tiempo mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g
Modelo (minutos) proteina proteina proteina

MDX- 0 1,2840,02 | 1442+25,0 - - - -
PSLBL 10 - - - - 1,10+0,06 1249+71,1

0 0,03+0,00 | 30,2+0,60 - - - -
MDX-CC 2 3 0,03+0,00 | 32,1+2,52 | 0,03+0,00 | 35,0+1,84 0,04-+0,00 42,443,35
6 0,03+0,00 | 34,5+2,00 | 0,04+0,00 | 40,5+1,57 0,05+0,00 59,3+0,44
10 0,03+0,00 | 35,2+3,22 | 0,04+0,00 | 46,7+1,69 0,06+0,00 68,9+0,09

0 0,01+0,00 | 5,06+1,10 - - - -
MDX- 3 0,01+0,00 | 7,59+0,30 | 0,01+0,00 | 10,6+1,21 0,02+0,00 25,8+1,65
Hidrocaseina 6 0,01+0,00 8,96+0,99 | 0,02+0,00 | 16,5+0,75 0,02+0,00 24,5+1,30
10 0,02+0,00 | 21,4+1,99 | 0,02+0,00 | 19,0+1,51 0,03+0,00 36,9+1,25

0 0,02+0,00 | 21,4+2,50 - - - -
MDX- 3 0,02+0,00 | 28,1+4,31 | 0,03+0,00 | 40,2+0,15 0,06+0,01 73,6+6,51
PSLBLPH 6 0,03£0,00 | 35,6+4,47 | 0,05+0,01 67,1+£8,07 0,07+0,01 87,5+8,86
10 0,03+0,00 | 38,5+0,06 | 0,06+0,00 | 74,1+0,57 0,12+0,01 147+16,3

n=2
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Tabla I11.2.2.4-3: Contenido de furosina en sistemas modelo elaborados con lactosa y proteinas lacteas.

Temperatura (°C)
80° 100°

Sistemas Tiempo mg/g mg/100g mg/g mg/100g mg/g mg/100g
Modelo (minutos) proteina proteina proteina

0 0,49+0,03 492+32,8 - - - -
LAC-PSL 3 0,56+0,04 564+42,5 0,47+0,01 473+8,00 0,52+0,01 524+7,88
6 0,49+0,00 497+3,69 0,54+0,00 550+2,93 0,50+0,06 503+56,9
10 0,52+0,00 524+3,63 0,56+0,03 563+32,3 0,62+0,01 629+10,3

0 0,04+0,01 35,4+5,76 - - - -
LAC-CC 2 3 0,07+0,00 | 66,8+2,02 | 0,08+0,00 | 77,5+2,39 0,19+0,01 191+12,2
6 0,08+0,00 82,1£3,82 | 0,12+0,00 120+9,68 0,27+0,01 27148,25
10 0,10+£0,00 | 99,0+0,69 | 0,16+0,00 159+1,58 0,35+0,01 351+11,3

0 0,01+0,00 | 9,03+2,47 - - - -
LAC- 3 0,04+0,00 | 41,9+0,49 | 0,07£0,00 | 68,7+1,75 0,12+0,00 121+0,64
Hidrocaseina 6 0,06+0,01 56,1+4,53 | 0,08+0,00 84,8+0,47 0,15+0,00 154+7,57
10 0,08+0,01 82,9+5,63 | 0,10£0,00 | 97,6+3,08 0,20+0,00 198+0,06

0 0,01+0,00 17,2+0,88 - - - -
LAC- 3 0,03+0,00 | 32,4+1,04 | 0,05+0,00 | 61,3+0,52 0,09+0,00 108+2,04
PSLBLPH 6 0,03+0,00 | 42,0+0,09 | 0,07+0,01 91,2+7,92 0,13+0,00 167+5,49
10 0,04+0,01 46,5+6,79 | 0,10+0,01 125+11,0 0,22+0,00 269+4,26

n=2
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Resultados

II1.3. Determinacion de lisina util
I11.3.1. Estudios preliminares
Precision
El estudio de precision se realizO en una formula infantil comercial de

continuacion (n=7). Los resultados obtenidos se observan en la tabla I11.3.1-1.

Tabla I11.3.1-1: Precision de la medida de lisina util.

Lisina util
g/100g prot
3,75
4,02 Meda = 3,69
3,69
3,60 Ot = 0,17
3,52

3,53 CV (%) = 4,64
3,71

Muestra

N NN R W -

La figura 13 muestra el cromatograma de DNP-Lisina obtenido en la formula A
conservada a 30°C durante 4 semanas a actividad de agua 0,65.

Figura 13: Cromatograma de DNP-Lisina de la formula A conservada a 30°C durante 4
semanas a actividad de agua 0,65.
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I11.3.2. Analisis de las muestras

I11.3.2.1. Ingredientes proteicos

Resultados

En la tabla I11.3.2.1-1 se pueden observar los resultados expresados en mg/g y

g/100 g de proteinas.

Tabla I11.3.2.1-1: Contenido de lisina util en ingredientes proteicos.

Ingredientes mg/g muestra g/100g proteina
Lactosuero 1 65,4+0,79 7,45+0,09
PSLBL 48,1+0,72 6,33+0,10
PSL 32,9+0,76 5,14+0,12
E-300 16,0+0,17 5,31+£0,06
Lactosuero 2 6,93+0,47 4,33+0,30
Lactésuero 3 7,26£0,40 5,58+0,31
CCl1 79,1+0,60 7,91+0,06
cC2 50,5+1,03 5,61+0,11
CC3 58,5+1,52 6,50+0,17
CS 67,0+8,34 7,87+0,98
APS 36,6+0,16 4,06+0,01
P.Soja 46,4+3,44 5,15+0,39
Soja Austria 15,0+0,77 3,73+0,19
PSLBLPH 39,9+4,64 4,87+0,57
Hidrocaseina 16,6+0,61 1,85+0,07

n=2

I11.3.2.2. Formulas infantiles

a) Procesado

La tabla II1.3.2.2-1 muestra los contenidos de lisina util en las formulas
infantiles elaboradas en planta industrial y piloto durante las diferentes etapas de

elaboracion.
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Resultados

Tabla I11.3.2.2-1: Contenido de lisina util en las formulas A, B, C y D durante las
diferentes etapas del procesado.

Formulas Planta Industrial Planta Piloto
A mg/g g/100g mg/g g/100g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes 5,58+0,99 6,32+0,11 | 5,97 £0,07 6,8 £0,07
Adicion de grasa 4,80 £0,11 | 6,65+0,13 | 4,67 £0,12 6,49 +0,17
Secado (Producto final) | 5,54 +£0,16 | 4,88 £0,13 | 6,65 £0,05 5,75 £0,04
B mg/g g/100 g mg/g g/100 g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes | 7,96 0,09 | 8,04 0,09 | 7,19 +0,11 6,51 £0,09
Adicion de grasa 424 £0,17 | 6,32+0,18 | 5,65 £0,21 6,35 +0,24
Secado (Producto final) | 7,23 £0,22 | 5,24 £0,22 | 7,12 +0,03 5,88 £0,03
C mg/g g/100g mg/g g/100g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes | 5,12 +0,37 | 6,46 +0,47 | 5,15 +0,09 6,17 £0,11
Adicion de grasa 3,45+0,11 | 5,13+0,16 | 3,78 £0,05 5,30+0,06
Secado 7,58+0,00 | 5,48 +£0,00 | 6,95+0,21 5,10+0,15
Producto final 7,33 +0,30 | 5,58 +0,23 | 6,93 +0,12 | 5,22 40,09
D mg/g g/100g mg/g g/100g
proteina proteina
Mezcla de ingredientes - - 4,81+0,11 5,97+0,13
Adicion de grasa - - 4,02+0,01 5,77+0,02
Secado - - 6,96+0,04 5,06+0,03
Producto final - - 6,95+0,21 5,14+0,15
n=2

b) Conservacion

En las tablas 111.3.2.2-2 a 1I1.3.2.2-5 se muestran los contenidos de lisina util
expresados en mg/g y g/100 g de proteina, asi como las perdidas en las formulas
infantiles de planta industrial y piloto conservadas a 4, 20 y 30°C durante 3, 6, 12, 15 y
24 meses.
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Resultados

Tabla I11.3.2.2-2: Contenido de lisina util (expresado en extracto seco) durante la conservacion de la formula A.

Planta Industrial

4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(meses) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 5,66+0,15 | 4,99+0,13 0 - - - - - -
3 - - - 5,41+0,02 | 4,78+0,02 4 5,26+0,01 | 4,64+0,01 7
6 5,46+0,00 | 4,82+0,00 3 4,91+0,01 | 4,33+0,01 13 5,02+0,01 | 4,44+0,01 11
15 4,88+0,09 | 4,31+0,08 14 4,85+0,05 | 4,28+0,04 14 4,57+0,11 | 4,03+0,09 19
24 - - - - - i 2,87+0,11 | 2,53+0,09 49
Planta Piloto
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(meses) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 6,79+0,05 | 5,87+0,04 0 - - - - - -
3 - - - 5,75+0,02 | 4,98+0,02 15 5,71+0,14 | 4,94+0,12 16
6 5,78+0,19 | 5,00+0,17 15 5,56+0,04 | 4,81+0,03 18 5,51+£0,11 | 4,76+0,09 19
15 5,61+0,02 | 4,85+0,02 17 5,384+0,01 | 4,65+0,01 21 4,79+0,18 | 4,14+0,16 29
24 - - - - - - 3,26+0,00 | 2,82+0,00 52
n=2
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Resultados

Tabla I11.3.2.2-3: Contenido de lisina util (expresado en extracto seco) durante la conservacion de la formula B.

Planta Industrial
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(meses) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 7,69+0,22 | 6,44+0,18 0 - - - - - -
3 - - - 6,72+0,17 | 5,63+0,14 13 6,41+0,07 | 5,37+0,06 17
6 6,29+0,17 | 5,27+0,14 18 6,03+0,05 | 5,05+0,04 22 5,79+0,23 | 4,86+0,20 25
15 5,68+5,68 | 4,76+0,08 26 5,7940,01 | 4,85+0,01 25 5,3020,06 | 4,44+0,05 31
24 - - - - - 4,45+0,16 | 3,73+0,13 42
Planta Piloto
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(meses) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 7,20+0,04 | 5,95+0,03 0 - - - - - -
3 - - - 6,52+0,49 | 5,39+0,41 9 6,37+1,09 | 5,27+0,90 11
6 6,16+0,20 | 5,09+0,16 14 5,9740,52 | 4,94+0,43 17 5,58+0,27 | 4,61+0,23 23
15 5,5840,23 | 4,61+0,19 22 5,26+0,10 | 4,3440,08 27 4,89+0,01 | 4,04+0,01 32
24 - - - - - - 3,92+0,41 | 3,24+0,34 46
n=2
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Resultados

Tabla I11.3.2.2-4: Contenido de lisina util (expresado en extracto seco) durante la conservacion de la formula C.

Planta Industrial

4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(meses) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 7,48+0,31 | 5,69+0,24 0 - - - - - -
3 - - - 7,22+0,01 | 5,49+0,01 4 6,97+0,01 | 5,314+0,01 7
6 7,32+0,01 | 5,57+0,01 2 7,23+0,03 | 5,50+0,02 3 6,70+0,01 | 5,10+0,01 10
15 5,74+0,01 | 4,37+0,01 23 5,66+0,12 | 4,31+0,09 24 5,52+0,01 | 4,20+0,00 26
24 - - - - - i 4,45+0,29 | 3,39+0,22 40
Planta Piloto
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(meses) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 7,05+0,12 | 5,31+0,09 0 - - - - - -
3 - - - 6,11+0,20 | 4,60+0,15 13 6,07+0,15 | 4,57+0,11 14
6 5,55+0,04 | 4,17+0,03 21 5,38+0,12 | 4,05+0,09 24 5,35+0,15 | 4,02+0,11 24
15 5,62+0,05 | 4,23+0,04 20 5,29+0,14 | 3,98+0,10 25 4,95+0,08 | 3,73+0,06 30
24 - - - - - - 3,96+0,03 | 2,98+0,02 44
n=2
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Resultados

Tabla I11.3.2.2-5: Contenido de lisina util (expresado en extracto seco) durante la conservacion de la formula D.

Planta Piloto
4°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(meses) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 7,15+0,23 | 5,30+0,17 0 - - - - - -
3 - - - 7,09+0,12 | 5,25+0,09 1 7,20+0,06 | 5,33+0,04 0
6 7,03+0,01 | 5,21+0,01 2 7,13+0,04 | 5,28+0,03 0 7,18+0,03 | 5,32+0,02 0
15 7,01+0,10 | 5,20+0,07 2 6,76+0,06 | 5,01+0,04 5 6,89+0,08 | 5,10+0,06 4
24 - - - - - - 4,52+0,32 | 3,35+0,24 37
n=2
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Resultados

¢) Conservacion Aw 0.65

En las tablas 111.3.2.2-6 a II1.3.2.2-9 se muestran los contenidos de lisina util
expresados en mg/g y g/100 g de proteina, asi como las pérdidas en las formulas
infantiles elaboradas en planta industrial y piloto conservadas a Aw=0,65 durante 4
semanas a 20 y 30°C.
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Tabla I11.3.2.2-6: Contenido de lisina ttil (expresado en extracto seco) durante la conservacion a Aw=0,65 de la formula A.

Resultados

Planta Industrial Planta Piloto
20°C 30°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(semanas) proteina (%) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 5,59+0,15 | 4,9340,13 0 - - - 6,79+0,05 | 5,87+0,04 0 - - -
1 3,50+0,05 | 3,09+0,04 38 2,95+0,00 | 2,60+0,00 48 5,56+0,02 | 4,81+0,02 18 4,50+0,04 | 3,90+0,03 34
4 2,99+0,04 | 2,64+0,03 47 2,16+0,01 | 1,90+0,01 62 4,44+0,05 | 3,84+0,04 35 2,94+0,06 | 2,54+0,05 57
n=2
Tabla I11.3.2.2-7: Contenido de lisina util (expresado en extracto seco) durante la conservacion a Aw=0,65 de la formula B.
Planta Industrial Planta Piloto
20°C 30°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(semanas) proteina (%) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 7,69+0,22 | 6,4440,18 0 - - - 7,20+0,04 | 5,9540,03 0 - - -
1 5,54+0,05 | 4,64+0,04 28 4,58+0,05 | 3,83+0,04 40 5,31+0,06 | 4,39+0,05 26 4,29+0,01 | 3,54+0,01 40
4 5,15+0,08 | 4,31+0,06 33 3,66+0,00 | 3,07+0,00 52 4,26+0,05 | 3,52+0,04 41 4,19+0,04 | 3,46+0,03 42
n=2
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Resultados

Tabla I11.3.2.2-8: Contenido de lisina util (expresado en extracto seco) durante la conservaciéon a Aw=0,65 de la formula C.

Planta Industrial Planta Piloto
20°C 30°C 20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(semanas) proteina (%) proteina (%) proteina (%) proteina (%)
0 7,48+0,31 | 5,69+0,24 0 - - - 7,05+0,12 | 5,31+0,09 0 - - -
1 5,80+0,12 | 4,41+0,09 23 4,91+0,07 | 3,74+0,05 34 6,10+0,08 | 4,59+0,06 14 4,94+0,06 | 3,72+0,04 30
4 4,66+0,06 | 3,55+0,04 38 4,32+0,04 | 3,29+0,03 42 4,56+0,04 | 3,43+0,03 35 4,64+0,03 | 3,49+0,02 34
n=2

Tabla I11.3.2.2-9: Contenido de lisina util (expresado en extracto seco) durante la conservacion a Aw=0,65 de la formula D.

Planta Piloto
20°C 30°C
Tiempo mg/g g/100g | Perdidas mg/g g/100g | Perdidas
(semanas) proteina (%) proteina (%)
0 7,15+0,23 | 5,30+0,17 0 - - -
1 5,61+£0,04 | 4,16+0,03 21 4,47+0,06 | 3,31+0,04 38
4 4,46+0,03 | 3,31+0,02 38 4,47+0,07 | 3,31+0,05 38
n=2
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Resultados

I11.3.2.3. Formulas infantiles comerciales

En la tabla II1.3.2.3-1 se muestran los contenidos de lisina util expresados en
mg/g y g/100 g de proteina.

Tabla I11.3.2.3-1: Contenido de lisina util en féormulas infantiles comerciales.

Formula mg/g g/100g de
proteina
1? 420+0,09 | 4,42+0,10
2° 6,35+0,32 | 4,38+0,22
3P 4,91+0,09 | 4,09+0,08
4? 4,80+0,41 | 4,00+0,34
5 4,57+0,02 | 4,39+0,02
6° 4,52+0,10 | 3,74+0,08
7° 4.85+0,06 | 4,18+0,05
8? 5,33+0,02 | 4,44+0,01
9° 6,26+0,00 | 4,29+0,00
10 |3,93+0,25 | 3,41+0,22
11 | 4,47+0,04 | 3,88+0,03
12" ]5,3240,08 | 4,26+0,06
137 [2,83+£0,10 | 2,28+0,08
14* | 4,81+0,04 | 3,39+0,03
n=2

8= Férmulas de Inicio
® = Férmulas de Continuacién

*= Férmulas parcialmente hidrolizadas
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I11.3.2.4. Sistemas modelo

Resultados

En la tabla II1.3.2.4-1 se muestran los contenidos de lisina util expresados en
mg/g y g/100 g de proteina de los sistemas elaborados, asi como las pérdidas tras el

tratamiento térmico.

Tabla I11.3.2.4-1: Contenido de lisina util en sistemas modelo.

Temperatura (°C)
100°C
Sistemas Modelo Tiempo mg/g g/100g Perdidas
(minutos) proteina %
0 1,49+0,00 1,8540,00
FOS-Hidrocaseina 10 1,44+0,02 3,24
1,79+0,02
MDX-CC 2 0 4,51+0,10 5,10+0,11 599
10 4,27+0,04 4,83+0,05 ’
MDX-Hidrocaseina 0 1,56+0,01 1,77+0,01 6.21
10 1,46+0,02 1,66+0,02 ’
MDX-PSLBLPH 0 3,01+0,01 3,80+0,01 847
10 2,77+0,04 3,48+0,05 ’
LAC-PSL 0 5,09+0,02 5,14+0,02 175
10 5,00+0,02 5,05+0,02 ’
LAC-CC2 0 5,05+0,11 5,10+0,11 13.6
10 4,10+0,01 4,15+0,01 ’
LAC-Hidrocaseina 0 1,83+0,00 1,85+0,01 703
10 1,70+0,00 1,724+0,00 ’
LAC-PSLBLPH 0 3,32+0,02 4,12+0,02 874
10 3,03+0,00 3,76+0,00 ’

n=2

II1.4. Determinacion de pirralina

111.4.1. Analisis de las muestras

La pirralina analizada corresponde a la unida a proteinas.

I11.4.1.1. Ingredientes proteicos

Solo se detecto pirralina en la muestra de lactosuero 1 con un valor de 41,4+0,41

mg/100g de proteina.
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Resultados

111.4.1.2. Formulas infantiles
a) Procesado

Pirralina no fue detectada en ninguna de las muestras.
b) Conservacion

Pirralina solo fue detectada, cuantificada y confirmada por diodo array en la
formula A planta industrial. Los valores obtenidos fueron muy bajos y cuantificados
desde los 12 meses de conservacion a 30°C (6,46 y 6,50 mg/100 g de proteina, después
de 12 y 24 meses respectivamente).

¢) Conservacion Aw 0,65

Pirralina solo fue cuantificada en la formula A planta industrial después de 4
semanas de conservacion a 30°C con un valor de 6,73 mg/100 g de proteina.

I11.4.1.3. Sistemas modelo

Tras el analisis de furosina y lisina util, solo se estudi6 el contenido de pirralina
en el sistema modelo MDX-PSLBL calentado a 100°C durante 10 minutos, por ser este
el sistema que mostrdé los valores mas altos de furosina; ya que presumiblemente
ninguno de los otros poseerd cantidades detectables. Pirralina fue detectada y
confirmada por diodo array, obteniendo un valor de 4 mg/100 g de proteina. La figura
14 muestra los cromatogramas del patron pirralina y el sistema modelo MDX-PSLBL
con sus respectivos espectros.
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Resultados

Figura 14: Espectro y cromatograma de pirralina patron y sistema
modelo MDX-PSLBL.
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II1.5. Determinacion de CML

II1.5.1. Estudios preliminares

Antes de analizar las férmulas infantiles se realizo un estudio previo para poner
a punto la técnica de analisis. Se analizaron 3 muestras de leche, partiendo de una cruda
como punto inicial, y calentando las dos muestras restantes a 120°C hasta obtener una
concentrada a la mitad y otra concentrada 4 veces su volumen inicial, obteniéndose
leches claramente afectadas por el pardeamiento e ideales para nuestro estudio. Estas 3
muestras fueron analizadas por duplicado obteniéndose los resultados que se muestran
en la tabla I1L1.5.1-1.
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Resultados

Tabla II1.5.1-1: Contenido de CML en leche.

Leche mg/g de muestra
Cruda n.d.
Concentrado 1/2 2,40+0,08
Concentrado 1/4 3,15+0,12
n=2
n.d.=no detectado

Precision
El estudio de precision se realiz6 sobre la muestra B planta industrial conservada

a 30°C durante 4 semanas a Aw 0,65. Los resultados obtenidos en 7 muestras se
observan en la tabla II1.5.1-2.

Tabla I11.5.1-2: Precision de la medida de CML.

CML
mg/100g prot
723

729 Media = 728
721

732 Gt = 4,56
733

731 CV (%) = 0.63
728

Muestra

NN N AW

La figura 15 muestra el cromatograma de CML obtenido en la formula A
conservada a 30°C durante 4 semanas a Aw 0,65.
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Resultados

Figura 15: Cromatograma de CML de la Formula A planta industrial conservada a 30°
C/4 semanas/Aw 0,65.
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I11.5.2. Analisis de muestras

I11.5.2.1. Ingredientes proteicos

La tabla II1.5.2.1-1 recoge los valores de CML expresados en mg/g de muestra y
mg/100 g de proteina.

Tabla I11.5.2.1-1: Contenido de CML en ingredientes proteicos.

Ingredientes CML CML
mg/g de muestra | mg/100 g de proteina
PSLBL 0,85+0,01 112+0,77
PSL 1,04+0,11 163+17,0
CC2 0,33+0,09 37,1+10,0
PSLBLPH n.d. n.d.
n=2

n.d.= no detectado
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Resultados

I11.5.2.2. Formulas infantiles

a) Procesado

En la tabla I11.5.2.2-1 se muestran los resultados obtenidos, y se expresan en
mg/g de muestra y en mg/100g de proteina.

Tabla I11.5.2.2-1: Contenido de CML durante el procesado de féormulas infantiles.

Formulas Planta Industrial

A mg/g de muestra | mg/100g de proteina
Mezcla de ingredientes 0,04+0,01 49,7+11,0
Producto final 0,38+0,01 336+6,11

B mg/g de muestra | mg/100g de proteina
Mezcla de ingredientes 0,12+0,01 119+2,78
Producto final 0,40+0,01 334+1,88

C mg/g de muestra | mg/100g de proteina
Mezcla de ingredientes 0,07+0,01 86,7+2,02
Producto final 0,19+0,01 142+5,72

n=2

b) Conservacion

En la tabla I11.5.2.2-2 se muestran los resultados obtenidos, y se expresan en
mg/g de muestra y en mg/100g de proteina.

Tabla I11.5.2.2-2: Contenido de CML en conservacion de formulas infantiles.

Formulas Planta Industrial

A mg/g de muestra | mg/100g de proteina

Pto 0 0,38+0,01 336+6,11

30°C/15 meses 0,52+0,01 453+10,7
B mg/g de muestra | mg/100g de proteina

Pto 0 0,40+0,01 334+1,88

30°C/15 meses 0,44+0,03 367+27,3
C mg/g de muestra [ mg/100g de proteina

Pto 0 0,19+0,01 142+5,72

30°C/15 meses 0,39+0,07 294+48,7

n=2
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¢) Conservacion Aw 0,65

En la tabla II1.5.2.2-3 se muestran los resultados obtenidos, expresados en mg/g

de muestra y en mg/100g de proteina.

Tabla II1.5.2.2-3: Contenido de CML en conservacion a Aw 0,65 de formulas

Resultados

infantiles.
Formulas Planta Industrial
A mg/g de muestra | mg/100g de proteina
Pto 0 0,38+0,01 336+6,11
Isemana/30°C 0,61+0,01 534+7,30
4semana/30°C 0,91+0,02 800+21,8
B mg/g de muestra | mg/100g de proteina
Pto 0 0,40+0,01 334+1,88
Isemana/30°C 0,58+0,04 489+38.8
4semana/30°C 0,87+0,01 726+4,61
C mg/g de muestra [ mg/100g de proteina
Pto 0 0,19+0,01 142+5,72
Isemana/30°C 0,38+0,02 287+13,6
4semana/30°C 0,9340,09 706+68,9
n=2

I11.6. Determinacion de fluorescencia

I11.6.1. Estudios preliminares

Presicion

El estudio de precision se realiz6 en la formula A PI en el punto O de

conservacion (n=7). Los resultados obtenidos se observan en la tabla II1.6.1-1.

Tabla I11.6.1-1: Precision de la medida de lisina util.

Muestra

g de solidos

Intensidad de
Fluorescencia/100

NN DN kW=

21,8
21,8
21,9
22,0
21,1
21,8
21,8

Media=21,74
On.1 =0,29

CV (%)= 1,35
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Resultados

I11.6.2. Analisis de muestras

I11.6.2.1. Formulas infantiles

a) Procesado
El estudio de fluorescencia en las diferentes etapas del proceso de elaboracion de

formulas infantiles se muestra en la tabla 111.6.2.1-1.

Tabla I11.6.2.1-1: Intensidad de fluorescencia (datos expresados en extracto seco)
durante el procesado de féormulas infantiles.

Formulas Intensidad de Fluorescencia/100 g de sélidos
A 1P PP
Mezcla de ingredientes 14,8+£3,56 15,7£3,59
Adicion de grasa 10,2+5,68 11,5+5,59
Secado (Producto final) 21,3£5,91 20,1£2,99
B
Mezcla de ingredientes 31,3+0,00 36,6+1,50
Adicion de grasa 26,3+4,05 30,4+0,00
Secado (Producto final) 41,5+0,00 41,1+0,00
C
Mezcla de ingredientes 141+0,00 119+10,1
Adicion de grasa 134+1,42 131+£2,95
Secado 162+5,89 149+5,61
Producto final 175+0,00 146+5,89
D
Mezcla de ingredientes - 103+1,71
Adicion de grasa - 106+1,42
Secado - 129+5,88
Producto final - 135+2,93
n=4

b) Conservacion

Los resultados en la conservacion de férmulas infantiles se pueden observar en
las tablas 111.6.2.1-2 y 111.6.2.1-3.
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Resultados

Tabla I11.6.2.1-2: Intensidad de fluorescencia (datos expresados en extracto seco)
durante la conservacion de las férmulas con proteinas intactas (A y B).

Formula A
Intensidad de Fluorescencia/100g de sélidos
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(meses)
4°C | 200C | 30°C 4C | 20cC | 30°C
0 21,8+0,60 20,5+0,31
3 - 24,0+0,00 | 23,7+0,61 - - -
6 22,9+0,30 | 22,5+0,60 | 23,5+0,60 - - -
12 22,1+0,00 | 21,8+0,61 | 23,7+0,61 - - -
15 22,4+0,00 | 22,4+0,30 | 23,5+0,18 - - 24,5+0,61
24 22,2+0,00 | 22,1+0,00 | 25,3+0,00 | 20,6+0,00 | 23,7+0,00 | 25,7+0,00
Formula B
Intensidad de Fluorescencia /100g de solidos
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(meses)
4°C | 20C | 30°C 4C | 20cCc | 30°C
0 41,9+0,00 42,0+0,12
3 - 42,5+0,12 | 42,9+0,17 - - -
6 43,4+0,12 | 43,0+0,12 | 43,1+0,12 - - -
12 41,3+0,60 | 42,4+0,12 | 44,1+0,00 - - -
15 41,8+0,60 | 43,5+0,12 | 43,4+0,12 - - 39,4+0,90
24 43,1+0,00 | 42,5+0,00 | 43,5+0,00 | 41,3+0,00 | 41,2+0,00 | 41,9+0,00
n=4
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Resultados

Tabla I11.6.2.1-3: Intensidad de fluorescencia (datos expresados en extracto seco)
durante la conservacion de las férmulas con proteinas parcialmente

hidrolizadas (C y D).
Formula C
Intensidad de Fluorescencia /100g de so6lidos
Time Planta Industrial Planta Piloto
(meses)
4C | 200C | 30°C 4C | 20°C 30°C

0 17,9+0,00 14,84+0,60

3 - 18,0+0,00 | 18,1+0,00 - - -

6 17,6+0,60 | 17,5+£0,61 | 18,4+0,00 - - -

12 18,0+0,30 | 19,3+0,00 | 18,8+0,91 - - -

15 21,1+0,30 | 20,1+0,61 | 21,5+0,00 - - 19,4+0,30
24 22,2+0,00 | 23,9+0,00 | 34,1+0,00 | 18,7+0,00 | 21,8+0,00 | 31,8+0,00

Formula D
Intensidad de Fluorescencia /100g de solidos
Time Planta Industrial Planta Piloto
(meses)
4°C 20°C 30°C 4°C \ 20°C 30°C

0 - 13,7+0,29

3 - - - - - -

6 - - - - - -

12 - - - - - -

15 - - - - - 17,0+0,30
24 - - - 14,4+0,00 | 14,3+0,00 19,8+0,00

n=4

¢) Conservacion Aw 0,65

Las tablas I11.6.2.1-4 y I11.6.2.1-5 muestran los resultados de las formulas
conservadas a 20 y 30°C a Aw 0,65 durante 4 semanas.

137




Resultados

Tabla I11.6.2.1-4: Intensidad de fluorescencia (datos expresados en extracto seco) a
durante la conservacion Aw=0,65 de las formulas infantiles con proteinas intactas (A y B).

Formula A
Intensidad de fluorescencia /100g de so6lidos
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)

20°C | 30°C 20C | 30°C
0 21,8+0,60 20,5+0,31
1 45,0+0,00 | 71,8+0,00 | 41,8+¢1,78 | 56,2+1,84
2 44,0+1,77 | 61,7+0,00 | 42,7+0,00 | 57,5+0,00
3 44,2+3,67 | 58,7+1,84 | 44,3+0,00 | 55,6+0,00
4 46,9+1,78 | 67,2+1,86 | 43,8+0,00 | 62,4+1,83

Formula B
Intensidad de fluorescencia /100g de so6lidos
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)

20°C | 30°C 20C | 30°C
0 41,9+0,00 42,0+0,12
1 81,5+1,82 | 104+1,81 | 75,5+1,74 | 90,6+1,81
2 73,0+1,82 | 87,24+0,00 | 73,3+0,00 | 82,8+0,00
3 72,6+0,00 | 88,4+1,80 | 78,0+1,81 | 92,5+1,79
4 76,3+1,77 | 97,3+0,00 | 75,7+1,82 100+3,68

n=4
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Resultados

Tabla I11.6.2.1-5: Intensidad de fluorescencia (datos expresados en extracto seco)
durante la conservacion a Aw=0,65 de las féormulas infantiles con proteinas
parcialmente hidrolizadas (C y D).

Formula C
Intensidad de fluorescencia /100g de so6lidos
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)

20°C | 30°C 20°C 30°C
0 17,9+0,00 14,8+0,60
1 153+1,84 | 203+0,00 | 128+1,76 216+29,9
2 153+5,58 | 281+7,59 | 1234+7,40 340+0,00
3 142+20,6 | 387+18,9 | 136£10,9 455+67,1
4 159+5,40 | 427+18,9 | 153+3,60 523+19,0

Formula D
Intensidad de fluorescencia /100g de so6lidos
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)

20°C | 30°C 20°C 30°C
0 - 13,7+0,29
1 - - 109+15,6 390+36,8
2 - - 108+7,44 607+74,7
3 - - 131£10,9 689+55,1
4 - - 322+18,2 984+92.8

n=4

I11.6.2.2. Sistemas modelo
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Resultados

Tabla I11.6.2.2-1: Intensidad de fluorescencia en sistemas modelo con FOS y proteinas
lacteas (expresada por 100 gramos de so6lidos).

Sistemas Modelo Tiempo Intensidad de fluorescencia /100g de
(minutos) solidos
80°C | 90°C 100°C
0 47,1+0,00
FOS-Hidrocaseina 3 47,1+£0,00 52,6+0,00 56,8+1,96
6 47,1£0,00 56,8+1,96 59,5+1,96
10 47,1+0,00 58,1+0,00 62,3+0,00
0 17,1+0,77
FOS-PSLBL 3 13,940,63 12,1+0,56 12,7+0,57
6 14,4+0,65 12,8+0,58 13,0+0,59
10 14,340,65 13,2+0,60 13,2+0,60
0 14,3+0,64
FOS-CC 2 3 15,4+0,69 13,5+0,61 14,1+£0,64
6 13,8+0,62 13,7+0,62 13,8+0,62
10 13,6+0,61 14,8+0,67 13,0+0,59
0 33,1+0,55
FOS-PSLBLPH 3 33,1+0,55 39,4+0,58 42,14+0,51
6 34,2+0,55 43,24+0,62 47,3+0,63
10 36,1+0,55 47,5+0,60 55,2+0,62

n=2
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Tabla I11.6.2.2-2: Intensidad de fluorescencia en sistemas modelo con maltodextrinas y

Resultados

proteinas lacteas (expresada por 100 gramos de s6lidos).

Sistemas Modelo Tiempo Intensidad de fluorescencia /100g de
(minutos) solidos
80°C \ 90°C 100°C

0 22,1£1,00
3 22,5+1,02 21,3+0,96 21,7+0,98
MDX-PSLBL 6 21,5+0,97 22,5+1,02 21,5+0,97
10 22,5+1,02 26,4+1,19 25,8+1,16

0 23,2+1,05
3 21,9+0,99 22,8+1,03 22,3+1,01
MDX-CC 2 6 23,2+1,05 22,1£1,00 22,1£1,00
10 25,2+1,14 23,2+1,05 21,9+0,99

0 87,6+0,00
MDX- 3 93,1+1,55 96,4+0,00 125+3,10
Hidrocaseina 6 95,3+1,55 96,4+0,00 107+3,10
10 122+1,55 105+0,00 123+0,00

0 29,6+0,00
3 32,2+0,00 33,6+0,00 39,0+0,00
MDX-PSLBLPH 6 32,2+0,00 38,3+0,95 43,7+0,95
10 33,6+0,00 42,3+0,95 50,4+0,95

n=2
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Resultados

Tabla I1I1.6.2.2-3: Intensidad de fluorescencia en sistemas modelo con lactosa y
proteinas lacteas (expresada por 100 gramos de s6lidos).

Sistemas Modelo Tiempo Intensidad de fluorescencia /100g de
(minutos) solidos
80°C \ 90°C 100°C
0 18,2+0,82
3 16,3+0,74 18,5+0,83 18,34+0,83
LAC-PSL 6 19,3+0,87 18,6+0,84 17,5+0,79
10 18,0+0,81 18,0+0,81 19,6+0,88
0 16,7+0,75
3 15,7+0,71 16,7+0,75 15,1+0,68
LAC-CC2 6 15,2+0,68 17,1+£0,77 16,4+0,74
10 16,3+0,74 16,7+0,75 17,8+0,81
0 67,4+0,00
. . 3 83,5+0,10 75,8+0,00 110+0,00
LAC-Hidrocaseina 6 89,9+3,07 | 89,9£0,00 | 1260,00
10 98,3+0,00 98,3+0,00 150+1,99
0 27,0+0,00
3 28,4+0,00 34,5+0,95 37,9+0,00
LAC-PSLBLPH 6 29,0+0,95 34,5+0,95 44,6+0,00
10 32,4+0,95 41,2+0,95 56,9+1,66

n=2

I11.7. Determinacion de reflactancia

I11.7.1. Estudios preliminares

Precision

La precision fue realizada para la medida y para el método. En la primera se
hicieron 8 lecturas en diferentes campos de la misma muestra para cada formula infantil

(A, B, C y D). Los resultados obtenidos se observan en la tabla I11.7.1-1.
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Resultados

Tabla II1.7.1-1: Precision de la medida.

Formula | Parametro Media On-1 CV (%)
A L* 91,9 0,01 0,01
b* 16,9 0,04 0,23
B L* 95,4 0,04 0,04
b* 14,95 0,04 0,26
C L* 90,8 0,05 0,06
b* 15,27 0,02 0,11
D L* 90,4 0,15 0,17
b* 13,01 0.09 0,69
n=8

El estudio de precision del método se realizo en 12 muestras de una formula con
proteinas intactas (formula B planta piloto 30°C/4 semanas/Aw 0,65) y una con
proteinas hidrolizadas (formula D planta piloto 30°C/4 semanas/Aw 0,65). Los
resultados obtenidos se observan en la tabla I11.7.1-2.

Tabla II1.7.1-2: Precision del método.

Formula | Parametro Media On-1 CV (%)
B L* 92,6 0,22 0,24
b* 17,8 0,18 1,01
D L* 85,3 0,28 0,33
b* 24,8 0,99 3,99
n=12

II1.7.2. Analisis de muestras

I11.7.2.1. Formulas infantiles
a) Conservacion

Los resultados de los parametros de reflactancia durante la conservacion de las
formulas infantiles a 4, 20 y 30°C durante 15 meses se encuentran recogidos en las
tablas 111.7.2.1-1 y I11.7.2.1-2.
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Resultados

Tabla II1.7.2.1-1: Reflactancia de las formulas infantiles con proteinas intactas (A y B)
durante la conservacion.

Formula A
Tiempo Planta Industrial
(meses)
4°C 20°C 30°C
L b YI L b YI L b YI
0 91,9+0,01 | 16,9+0,04 | 26,1 | 91,9+0,01 | 16,9+0,04 | 26,1 | 91,9+0,01 | 16,9+0,04 | 26,1
3 - - - 192,3+0,07 | 16,4+0,14 | 25,4 | 92,2+0,07 | 17,1£0,16 | 26,5
6 92,4+0,16 | 16,7+0,13 | 25,9 | 91,9+0,40 | 16,1+0,46 | 24,7 | 92,3+0,12 | 16,8+0,17 | 25,9
12 92,0+0,12 | 16,5+£0,26 | 25,4 | 92,3+0,19 | 16,2+0,22 | 25,2 | 92,3+0,07 | 15,8+0,21 | 24,5
15 92,4+0,07 | 16,7+0,19 | 25,8 | 92,1+0,26 | 17,4+0,81 | 27,1 | 92,5+0,01 | 15,14+0,23 | 23,2
Tiempo Planta Piloto
(meses)
4°C 20°C 30°C
L b YI L B YI L b YI
0 92,9+0,06 | 12,6+0,04 | 19,4 | 92,9+0,06 | 12,6+0,04 | 19,4 | 92,9+0,06 | 12,6+0,04 | 19,4
3 93,3+0,06 | 12,9+0,13 | 19,5 | 93,2+0,06 | 13,1+0,05 | 20,0
6 92,8+0,07 | 13,1+0,14 | 20,2 | 93,1+0,06 | 13,1+0,20 | 19,9 | 93,1+0,06 | 13,6+0,12 | 20,9
12 92,8+0,10 | 13,3+0,12 | 20,5 | 93,0+0,00 | 13,3+0,10 | 20,5 | 93,3+0,11 | 13,0+0,20 | 19,8
15 93,1+0,00 | 13,0+0,03 | 20,0 | 93,1+0,54 | 13,2+0,04 | 20,3 | 93,6+0,10 | 13,0+0,10 | 19,9
Formula B
Tiempo Planta Industrial
(meses)
4°C 20°C 30°C
L b YI L B YI L B YI
0 94,2+0,07 | 18,4+0,08 | 28,0 | 94,2+0,07 | 18,4+0,08 | 28,0 | 94,2+0,07 | 18,4+0,08 | 28,0
3 95,0+0,12 | 17,9+0,44 | 27,1 | 94,9+0,06 | 17,9+0,17 | 27,0
6 94,7+0,10 | 18,2+0,17 | 27,3 | 94,6+0,00 | 18,1+0,12 | 27,3 | 94,6+0,07 | 18,2+0,15 | 26,5
12 94,4+0,10 | 17,9£0,16 | 27,1 | 94,5+0,07 | 17,8+0,19 | 26,8 | 94,4+0,09 | 17,5+0,15 | 27,6
15 95,0+0,07 | 17,9+£0,21 | 26,9 | 94,9+0,05 | 17,6+0,13 | 26,5 | 94,5+0,00 | 16,9+0,23 | 25,5
Tiempo Planta Piloto
(meses)
4°C 20°C 30°C
L b YI L B YI L b YI
0 95,4+0,06 | 15,0+0,10 | 22,3 | 95,4+0,06 | 15,0+0,10 | 22,3 | 95,4+0,06 | 15,0+0,10 | 22,3
3 95,3+0,00 | 15,7+0,14 | 23,6 | 95,3+0,04 | 15,7+0,13 | 25,8
6 94,0+0,00 | 15,3+0,10 | 23,3 | 94,8+0,07 | 14,4+0,13 | 23,2 | 94,9+0,05 | 15,5+0,12 | 23,3
12 94,0+0,07 | 16,0+0,14 | 24,3 | 94,8+0,05 | 15,4+0,11 | 23,2 | 95,4+0,06 | 15,84+0,12 | 23,7
15 93,9+0,05 | 15,4+0,10 | 23,5 | 95,7+1,05 | 16,1+0,15 | 24,1 | 95,2+0,06 | 14,84+0,10 | 22,2
n=8
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Resultados

Tabla I11.7.2.1-2: Reflactancia de las férmulas infantiles con proteinas parcialmente
hidrolizadas (C y D) durante la conservacion.

Formula C
Tiempo Planta Industrial
(meses)
4°C 20°C 30°C
L b YI L B YI L b YI
0 90,8+0,07 | 15,3+0,10 | 24,1 | 90,8+0,07 | 15,3+0,10 | 24,1 | 90,8+0,07 | 15,3+0,10 | 24,1
3 90,8+0,10 | 16,1+0,16 | 25,3 | 91,5+0,09 | 16,5+0,05 | 27,6
6 91,0+0,70 | 16,0+0,32 | 25,2 | 90,5+0,18 | 16,6+0,27 | 26,2 | 90,4+0,70 | 17,5+0,16 | 26,5
12 90,5+0,07 | 16,3+0,09 | 25,7 | 90,8+0,06 | 15,9+0,12 | 25,0 | 91,1+0,90 | 16,9+0,08 | 27,1
15 91,0+0,10 | 16,0+0,23 | 25,1 | 90,8+0,07 | 16,1+0,08 | 25,4 | 91,2+0,07 | 17,3+0,07 | 25,7
Tiempo Planta Piloto
(meses)
4°C 20°C 30°C
L b YI L B YI L b YI
0 93,2+0,00 | 11,1+0,02 | 24,1 | 93,2+0,00 | 11,1+0,02 | 24,1 | 93,2+0,00 | 11,1+0,02 | 24,1
3 94,2+0,06 | 11,9+0,03 | 25,3 | 93,1+0,00 | 11,5+0,06 | 25,7
6 93,4+0,06 | 11,1+0,09 | 25,2 | 94,4+0,06 | 12,2+0,01 | 26,2 | 93,5+0,00 | 11,8+0,02 | 27,6
12 93,9+0,06 | 11,6+0,04 | 25,7 | 93,7+0,10 | 11,9+0,08 | 25,0 | 93,6+0,07 | 11,8+0,70 | 26,5
15 93,6+0,05 | 11,6+0,05 | 25,1 | 93,5+0,05 | 11,7+0,04 | 25,4 | 93,4+0,06 | 12,2+0,04 | 27,1
Formula D
Tiempo Planta Piloto
(meses)
4°C 20°C 30°C
L b YI L B YI L b YI
0 92,4+0,06 | 13,0+£0,06 | 16,3 | 92,4+0,06 | 13,0+0,06 | 16,3 | 92,4+0,06 | 13,0+0,06 | 16,3
3 92,3+0,00 | 13,8+0,09 | 18,0 | 92,5+0,05 | 14,3+0,06 | 17,7
6 92,5+0,06 | 13,6+0,07 | 17,0 | 92,5+0,00 | 14,0+0,07 | 18,4 | 92,5+0,06 | 14,0+0,08 | 18,0
12 92,5+0,07 | 13,5+0,13 | 17,6 | 92,4+0,07 | 14,0£0,16 | 18,1 | 92,84+0,05 | 14,4+0,15 | 18,3
15 92,5+0,05 | 13,4+0,10 | 17,6 | 92,5+0,07 | 13,7+0,10 | 17,8 | 92,8+0,15 | 14,6+0,12 | 18,6
n=8

b) Conservacion Aw 0,65

formulas conservadas a 20 y 30°C a Aw 0,65 durante 4 semanas.

Las tablas I11.7.2.1-3 y II1.7.2.1-4 muestran los resultados de reflactancia de las
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Tabla II1.7.2.1-3: Reflactancia de las formulas infantiles con proteinas intactas conservadas a 20 y 30°C a Aw=0,65 durante 4 semanas.

Resultados

Formula A
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)
20°C 30°C 20°C 30°C
L b YI L b YI L b YI L b YI
0 91,9+0,01 | 16,9+0,04 | 26,1 | 91,9+0,01 | 16,9+0,04 | 26,1 | 92,9+0,06 | 12,6+0,04 | 19,4 | 92,9+0,06 | 12,6+0,04 | 19,4
1 92,1+0,06 | 18,9+0,23 | 29,3 | 81,1+0,15 | 33,1+0,30 | 58,3 | 92,4+0,07 | 15,4+0,05 | 23,8 | 88,5+0,13 | 22,9+0,11 | 37,0
2 92,1+0,07 | 19,2+0,49 | 29,3 | 86,3+0,07 | 27,7+0,14 | 45,9 | 92,1+0,06 | 16,1+0,23 | 24,9 | 90,0+0,20 | 21,6+0,24 | 34,3
3 91,7£0,05 | 19,0+£0,12 | 29,5 | 85,5+0,05 | 28,2+0,07 | 47,1 | 92,1+0,00 | 15,4+0,17 | 23,9 | 90,3+0,06 | 21,7+0,09 | 34,4
4 90,9+0,11 | 20,8+0,07 | 32,7 | 86,7+0,21 | 33,1+0,11 | 54,5 | 91,5+0,07 | 16,1+0,11 | 25,1 | 88,6+0,11 | 22,9+0,08 | 37,0
Formula B
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)
20°C 30°C 20°C 30°C
L b YI L b YI L b YI L b YI
0 94,2+0,07 | 18,4+0,08 | 28,0 | 94,2+0,07 | 18,4+0,08 | 28,0 | 95,4+0,06 | 15,0+0,10 | 22,3 | 95,4+0,06 | 15,0+0,10 | 22,3
1 94,5+0,07 | 19,0+0,14 | 28,7 | 91,9+0,10 | 18,8+0,04 | 29,3 | 93,9+0,09 | 16,6+0,15 | 25,2 | 93,6+0,07 | 18,5+0,06 | 28,2
2 89,4+0,06 | 19,7+0,14 | 31,5 | 92,5+0,10 | 18,6+0,08 | 28,8 | 92,2+0,00 | 18,5+0,11 | 28,7 | 92,0+0,12 | 18,7+0,05 | 29,2
3 93,2+0,07 | 19,9+0,06 | 30,5 | 92,0+0,00 | 18,1+0,11 | 28,1 | 93,3+0,05 | 18,8+0,15 | 28,7 | 92,0+0,07 | 18,0+£0,09 | 27,9
4 92,7+0,06 | 20,0+0,12 | 30,9 | 90,7+0,13 | 21,5+0,17 | 33,8 | 93,0+0,06 | 18,2+0,04 | 27,9 | 91,1+0,10 | 19,4+0,21 | 304

n=8
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Tabla I11.7.2.1-4: Reflactancia de las formulas infantiles con proteinas parcialmente hidrolizadas conservadas a 20 y 30°C a Aw=0,65

durante 4 semanas.

Resultados

Formula C
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)
20°C 30°C 20°C 30°C
L b YI L b YI L b YI L b YI
0 90,8+0,07 | 15,3£0,10 | 24,1 | 90,8+0,07 | 15,3£0,10 | 24,1 | 93,2+0,00 | 11,1+0,02 16,3 | 93,2+0,00 | 11,1+0,02 16,3
1 93,9+0,05 | 12,7+0,05 | 19,4 | 86,4+0,28 | 23,6+0,35 | 39,0 | 93,3+0,05 | 11,3+0,04 17,2 | 88,8+0,15 | 21,0+0,46 33,8
2 91,7+0,16 | 14,9+0,32 | 23,2 | 84,7+0,30 | 26,7+0,46 | 45,1 | 92,1+0,05 | 13,6+0,02 21,1 | 86,3+0,26 | 24,34+0,19 40,2
3 91,6+0,10 | 15,3+0,25 | 23,9 | 82,7+0,25 | 30,3£0,12 | 52,3 | 92,3+0,06 | 13,9+0,09 21,5 | 84,8+0,06 | 27,3+0,31 46,0
4 91,1+0,13 | 16,0£0,21 | 25,1 | 81,5+0,09 | 29,7+0,12 | 52,1 | 91,5+0,40 | 14,6+0,31 22,8 | 84,6+0,14 | 27,4+0,40 46,3
Formula D
Tiempo Planta Industrial Planta Piloto
(semanas)
20°C 30°C 20°C 30°C
L b YI L b YI L b Y1 L b Y1
0 - - - - - - 192,39+0,06 | 13,01+0,06 | 19,91 | 92,39+0,06 | 13,01+0,06 | 19,91
1 - - - - - - 190,32+0,00 | 15,41+0,02 | 24,34 | 86,06+0,00 | 23,64+0,03 | 39,24
2 - - - - - - | 87,42+0,00 | 24,61+0,04 | 39,82 | 84,02+0,00 | 31,02+0,03 | 53,02
3 - - - - - - | 89,18+0,00 | 19,27+0,03 | 30,90 | 79,16+0,00 | 32,77+0,03 | 59,39
4 - - - - - - 192,12+0,00 | 16,21+0,00 | 25,25 | 74,15+0,00 | 42,06+0,01 | 80,69
n=8
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II1.8. Analisis complementarios

II1.8.1. Determinacion de extracto seco

Resultados

El andlisis se realizo en los ingredientes proteicos y en las formulas infantiles.
Los resultados obtenidos se pueden observar en las tablas II1.8.1-1 a I11.8.1-4.

Tabla II1.8.1-1: Contenido de humedad (%) de los ingredientes proteicos.

Ingredientes %
Lactosuero 1 -
PSLBL 6,54
PSL 4,89
E-300 4,90
Lactosuero 2 4,50
Lactosuero 3 -
CCl1 -
CC2 6,89
CC3 5,45
CS 6,35
APS 5,54
P.Soja 5,61
Soja Austria 5,46
PSLBLPH 7,34
Hidrocaseina 5,51

n=2

Tabla II1.8.1-2: Contenido de humedad (%) en las féormulas infantiles.

Formulas %
A (PI) 2,27
A (PP) 2,05
B (PI) 1,84
B (PP) 1,20
C (PI) 2,00
C (PP) 1,64
D (PP) 1,60
n=2
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Resultados

Tabla II1.8.1-3: Contenido de humedad (%) en las formulas conservadas a 20°C/Aw
0,65 durante 4 semanas.

Formulas Pto 0 1 Semana | 2 Semana | 3 Semana | 4 Semana
A (P]) 2,27 5,52+0,23 | 5,25+0,30 | 5,66+0,10 | 4,15+0,05
A (PP) 2,05 4,24+0,06 | 4,62+0,09 | 4,52+0,03 | 4,34+0,01
B (PI) 1,84 3,71+0,34 | 2,51+0,57 | 2,54+0,25 | 4,47+0,10
B (PP) 1,20 2,31£0,04 | 2,09+0,06 | 2,71+0,02 | 3,22+0,08
C (PI) 2,00 5,03+0,01 | 5,36+0,20 | 5,61+0,21 | 5,60+0,01
C (PP) 1,64 5,02+0,00 | 6,38+0,38 | 5,45+0,05 | 5,57+0,13
D (PP) 1,60 5,26+0,01 | 5,14+0,23 | 3,98+0,68 | 4,10+0,18

n=2

Tabla I11.8.1-4: Contenido de humedad (%) en las formulas conservadas a 30°C/Aw
0,65 durante 4 semanas.

Formulas Pto 0 1 Semana | 2 Semana | 3 Semana | 4 Semana
A (P]) 2,27 9,77+0,06 | 6,94+0,12 | 7,49+0,09 -
A (PP) 2,05 6,55+0,04 | 5,79+0,06 | 5,81+0,18 | 5,94+0,14
B (PI) 1,84 2,43+0,03 | 3,49+0,06 | 2,44+0,02 | 2,46+0,21
B (PP) 1,20 2,31+£0,04 | 3,49+0,13 | 2,58+0,01 | 2,92+0,05
C (PD) 2,00 8,01+0,01 | 7,83+0,10 | 7,80+0,01 -
C (PP) 1,64 7,94+0,03 | 8,13+0,25 | 8,56+0,22 | 6,91+0,07
D (PP) 1,60 4,81+£0,31 | 5,58+0,13 | 5,53+0,11 | 6,28+0,20

n=2

I11.8.2. Determinacion de proteinas

Las tablas I11.8.2-1 a II1.8.2-3 recogen los valores de proteinas, expresados en
porcentaje (%), de los diferentes ingredientes proteicos estudiados, formulas infantiles y
formulas comerciales.
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Resultados

Tabla II1.8.2-1: Contenido en proteinas (%) de los ingredientes proteicos.

Ingredientes %
Lactosuero 1 88
PSLBL 76
PSL 64
E-300 30
Lactosuero 2 16
Lactosuero 3 13
CCl1 100
CC2 90
CC3 90
CS 85
APS 90
P.Soja 90
Soja Austria 40
PSLBLPH 82
Hidrocaseina 90
n=2

Tabla I11.8.2-2: Contenido en proteinas (%) en las formulas infantiles A, B, C y D.

Formulas Contenido (%)
Planta Industrial Planta Piloto
A 11,33 11,56
B 11,94 12,10
C 13,14 13,29
D - 13,50
n=2
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Resultados

Tabla II1.8.2-3: Contenido en proteinas (%) en formulas infantiles comerciales.

Formula % Proteinas
1? 9,5
2° 14,5
3P 12
4* 12
5° 10,4
6° 11,6
7° 12,5
8 12,0
9° 14,6
10 11,5
1~ 11,5
12° 12,1
13* 12,4
14* 14,2
n=2

8= Formulas de Inici

b = Férmulas de Continuacién
*= Formulas hidrolizadas

I11.8.3. Determinacion de azucares

(o)

La tabla II1.8.3-1 recoge los valores de azlicares, expresados en porcentaje (%),
de los diferentes ingredientes proteicos estudiados. Maltosa, maltotriosa y sacarosa no

fueron detectados en ninguna muestra.
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Resultados

Tabla I11.8.3-1: Contenido de azucares en ingredientes proteicos.

Ingredientes Contenido de Azucares (%)
Galactosa Glucosa Lactosa
Lactosuero 1 0,25+0,05 1,50+0,10 3,50+0,20
PSLBL 1,75+0,16 1,58+0,16 0,08+0,01
PSL n.d. n.d. 11,67+0,42
E-300 n.d. n.d. 40,53%0,00
Lactosuero 2 n.d. n.d. 75,1x1,74
Lactosuero 3 n.d. n.d. 76,5£3,95
CC1 n.d. n.d. n.d.
cC2 n.d. n.d. 0,17£0,00
CC3 n.d. n.d. n.d.
CS n.d. n.d. n.d.
APS n.d. n.d. n.d.
P.Soja n.d. n.d. n.d.
Soja Austria n.d. 1,14+0,12 n.d.
PSLBLPH n.d. n.d. 0,095+0,02
Hidrocaseina n.d. n.d. 0,26+0,01
n=2

n.d.=no detectado

I11.8.4. Determinacion de acidos grasos

En las tablas I11.8.4-1 a II1.8.4-3 se pueden observar los resultados obtenidos
para las formulas A, B y C elaboradas en la planta industrial. El estudio se realizo en los
puntos cero de conservacion, en la conservacion a 30°C durante 15 meses, y en las
conservadas a Aw=0,65 durante 1 y 4 semanas a 30°C.
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Tabla I11.8.4-1: Contenido de acidos grasos en la formula A durante la conservacion (g/100 g de muestra).

Resultados

Pto 0 30°C/15 meses 30°C/1semana/Aw0,65 30°C/4semanas/Aw0,65
g AG/100 g g AG/100 g g AG/100 g g AG/100g
de muestra de muestra de muestra de muestra
C8 0,63+0,00 0,62+0,01 0,64+0,05 0,64+0,09
C10 0,52+0,03 0,48+0,01 0,48+0,05 0,48+0,05
Cl12 3,22+0,06 3,22+0,05 3,20+0,51 3,234+0,17
Cl4 1,33+0,01 1,33+0,02 1,38+0,16 1,44+0,01
Clé6 1,86+0,01 1,75+0,01 1,75+0,06 1,84+0,06
C18 0,80+0,03 0,73+0,03 0,73+0,10 0,80+0,31
C18:1 9,73+0,02 8,98+0,32 8,99+0,12 9,86+0,40
Cl18:2 4,35+0,04 3,91+0,09 3,92+0,15 4,22+0,31
C18:3 0,43+0,02 0,37+0,01 0,42+0,03 0,43+0,03
C20 0,07+0,06 0,07+0,01 0,07+0,01 0,08+0,00
C22 0,15+0,03 0,14+0,02 0,13+0,03 0,16+0,02
Total 23,1+0,3 21,6+0,6 21,7+1,3 23,2+1.4

n=4
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Tabla I11.8.4-2: Contenido de acidos grasos en la formula B durante la conservacion (g/100 g de muestra).

Resultados

Pto 0 30°C/15 meses 30°C/1semana/Aw0,65 30°C/4semanas/Aw0,65
g AG/100 g g AG/100 g g AG/100 g g AG/100g
de muestra de muestra de muestra de muestra
C8 0,47+0,02 0,43+0,07 0,57+0,01 0,58+0,10
C10 0,34+0,01 0,41+0,01 0,42+0,00 0,40+0,06
Cl12 2,62+0,03 2,91+0,16 2,94+0,01 2,91+0,33
Cl4 1,29+0,06 1,32+0,07 1,32+0,01 1,29+0,13
Cle6 1,84+0,07 1,90+0,02 1,80+0,05 1,76+0,08
C18 0,86+0,03 0,84+0,01 0,83+0,05 0,81+0,01
Cl18:1 9,40+0,64 10,3+0,07 9,50+0,52 9,27+0,15
Cl18:2 4,37+0,29 4,56=0,09 4,45+0,23 4,25+0,08
Cl18:3 0,46+0,02 0,43+0,02 0,44+0,03 0,44+0,01
C20 0,11+0,06 0,09+0,00 0,07+0,01 0,09+0,00
C22 0,19+0,01 0,19+0,00 0,18+0,02 0,17+0,01
Total 22,0+1,2 23,4+0,5 22,5+1,0 22,0+0,9

n=4
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Tabla II1.8.4-3: Contenido de acidos grasos en la formula C durante la conservacion (g/100 g de muestra).

Resultados

Pto 0 30°C/15 meses 30°C/1semana/Aw0,65 30°C/4semanas/Aw0,65
g AG/100 g g AG/100 g g AG/100 g g AG/100g
de muestra de muestra de muestra de muestra
C8 2,01£0,07 2,26+0,10 2,43+0,25 2,41+£0,21
C10 1,99+0,12 2,01+£0,26 2,04+0,24 2,02+0,02
Cl12 1,85+0,21 2,18+0,17 2,18+0,30 2,20+0,01
Cl4 0,64+0,29 0,74+0,23 0,91+0,12 0,92+0,03
Cle6 1,21+0,09 1,41+0,08 1,38+0,02 1,42+0,13
Cl18 0,54+0,10 0,59+0,09 0,55+0,09 0,55+0,07
Cl18:1 5,87+0,36 6,60+0,19 6,04+0,37 6,21+0,56
Cl18:2 3,54+0,31 3,97+0,43 3,89+0,25 3,99+0,32
Cl18:3 0,374+0,02 0,41+0,06 0,42+0,02 0,43+0,03
C20 0,07+0,01 0,07+0,01 0,060,01 0,06+0,00
C22 0,11+0,10 0,12+0,03 0,11+0,01 0,09+0,00
Total 18,2+1,7 20,3+1,7 20,1+1,7 20,3+1,4

n=
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Resultados

I11.8.5. Determinacion de peroxidos

La tabla II1.8.5-1 muestra los resultados obtenidos para las férmulas A, By C en
los puntos 0 de conservacion, 20°C/15 meses, 30°C/6 meses, 30°C/12 meses, 30°C/15
meses, 30°C/1 semana/Aw 0,65 y 30°C/4 semanas/Aw 0,65 elaboradas en la planta
industrial. Las muestras fueron conservadas en sus botes originales cerrados bajo
atmosfera de N, En el caso de las muestras conservadas a 30°C los botes fueron abiertos
a los 6 meses por falta de muestras, se obtuvo la muestras correspondiente al tiempo de
conservacion, y se continuo la conservacion de las formulas en sus botes originales
cerrados con parafilm.
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Resultados

Tabla IT1.8.5-1: Indice de peroxidos (miliequivalentes de O,/kg de grasa) en formulas infantiles elaboradas en planta
industrial durante la conservacion.

Formulas Pto 0 20°C/15 30°C/6 meses 30°C/12 30°C/15 30°C/1semana/Aw | 30°C/4semana/Aw
meses meses meses 0,65 0,65
A 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 8,67+0,20 12,1+0,1 0,00+0,00 4,89+0,10
B 0,00+0,00 0,00-+0,00 0,00+0,00 5,96+0,10 10,6+0,2 0,00+0,00 4,23+0,30
C 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 6,38+0,30 2,57+0,10 0,00+0,00 0,00+0,00
n=2
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Resultados

I11.8.6. Determinacion de pH

Los resultados del analisis de pH en los sistemas modelo calentados a 80, 90 y
100°C durante 10 minutos se muestran en las tablas I11.8.6-1 a I11.8.6-3.

Tabla II1.8.6-1: Evolucion del pH tras tratamiento térmico en los sistemas modelo
elaborados con FOS y proteinas lacteas.

Temperatura (°C)
Sistemas Tiempo 80°C 90°C 100°C
Modelo (minutos)

0 6,92 - -
FOS- 3 6,92 6,96 6,96
Hidrocaseina 6 6,93 6,97 6,97
10 6,95 6,97 6,91

0 6,31 - -
FOS-PSLBL 3 6,40 6,46 6,50
6 6,44 6,50 6,54
10 6,45 6,52 6,54

0 7,09 - -
FOS-CC 2 3 7,17 7,10 7,10
6 7,17 7,10 7,13
10 7,17 7,10 7,13

0 6,47 - -

FOS- >
3 6,49 6,45 6,34
PSLBLPH 6 6,48 6,45 6,42
10 6,46 6,46 6,39
n=2
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Resultados

Tabla I11.8.6-2: Evolucion del pH tras tratamiento térmico en los sistemas modelo
elaborados con maltodextrinas (MDX) y proteinas lacteas.

Temperatura (°C)
Sistemas Tiempo 80°C 90°C 100°C
Modelo (minutos)

0 6,32 - -
3 6,60 6,65 6,60
MDX-PSLBL 6 6,52 6,55 6,52
10 6,52 6,60 6,63

0 6,80 - -
3 7,21 7,10 7,10
MDX-CC2 6 7,15 7,20 7,16
10 7,12 7,22 7,17

0 6,98 - -
MDX- 3 7,10 7,15 7,13
Hidrocaseina 6 7,12 7,17 7,16
10 7,15 7,18 7,18

0 6,33 - -
MDX- 3 6,30 6,30 6,28
PSLBLPH 6 6,28 6,27 6,27
10 6,28 6,27 6,26

n=2

Tabla II1.8.6-3: Evolucion del pH tras tratamiento térmico en los sistemas modelo
elaborados con lactosa (LAC) y proteinas lacteas.

Temperatura (°C)
Sistemas Tiempo 80°C 90°C 100°C
Modelo (minutos)

0 6,38 - -
3 6,61 6,65 6,72
LAC-PSL 6 6,75 6,74 6,67
10 6,59 6,60 6,69

0 6,95 - -
3 6,95 7,03 7,01
LACCC2 6 6,95 7,04 7,00
10 7,03 7,02 7,00

0 6,67 - -
LAC- 3 6,64 6,64 6,64
Hidrocaseina 6 6,62 6,60 6,61
10 6,60 6,60 6,62

0 6,10 - -
LAC- 3 6,10 6,13 6,15
PSLBLPH 6 6,15 6,15 6,14
10 6,14 6,13 6,10

n=2
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IV. DISCUSION
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Discusion

IV.1. Determinacion de compuestos furanicos (HMF y
furfural)

El HMF es un indicador cléasico de las etapas intermedias de las reacciones de
pardeamiento quimico (Berg y Van Boekel, 1994), y es utilizado en numerosos
alimentos como un indicador del estado de conservacion y correcto procesado de los
mismos: cereales infantiles y de desayuno (Garcia-Villanova y col., 1993; Fernandez-
Artigas y col., 1999a; Guerra-Hernandez y col., 1992; Rufian-Henares y col., 2006a y
b), miel (Lo Coco y col., 1996; Martinez-Goémez y col., 1993; Serra y col., 2000), leche
y derivados (Van Boekel y Zia-Ur-Rehman, 1987; Morales y col., 1992, 1995 y 1996a;
Morales y Jimenez-Perez, 1999). En estos ultimos el valor de este pardmetro permite
evaluar el dafio producido por los diferentes tratamientos de higienizacion
(esterilizacion, pasteurizacion, UHT, tratamiento con microondas...) y pone de
manifiesto la correcta aplicacion de dichos sistemas (Burton, 1984; Chonan, 1986; Van
Boekel y Zia-Ur Rehman, 1987; Fernandez-Marquez y col., 1992; Sahai y col., 1992;
Berg y Boekel, 1994; Morales y col., 1995; Meissner y Erbersdobler, 1996; Albala-
Hurtado y col., 1997a). En estos alimentos pueden realizarse dos medidas de HMF:
libre y potencial (Keney y Basset, 1959), este ultimo permite predecir el dafio inicial de
la leche en sus primeras etapas (Morales y col., 1997a y b). El HMF también ha sido
utilizado en formulas infantiles para evaluar el dafio térmico en procesos de elaboracion
y conservacion (Albald-Hurtado y col., 1997a, 1999; Guerra-Hernandez y col., 2002a y
b; Ferrer y Col., 2002; 2005a). También se ha utilizado en el control del procesado y
conservacion de formulas entérales (Rufian-Henares y col., 2001a y b).

IV.1.1. Estudios de optimizacion

La técnica seguida en este trabajo fue desarrollada por este equipo de
investigacion y aplicada en formulas entérales. El promedio de recuperacion fue de
99,2% para el HMF y 71,1% para el furfural, y los coeficientes de variacion fueron de
2,42% para el HMF y 1,23% para el furfural (Rufian-Henares y col., 2001a). El limite
de deteccion fue de 4,95 x 10~ mg/100g de proteina para ambos HMF y furfural
(calculado como el triple del ruido de la seial). El limite de cuantificacion fue de 0,017
mg/100g de proteina (calculado como 10 veces el ruido de la sefial).

En este estudio no fue necesario purificar el extracto acuoso con solvente
organico (triclorometano). Los valores de HMF obtenidos en el ingrediente proteico
PSL sin purificar y purificado fueron 0,16 y 0,15 mg/100 g de proteina respectivamente.
Los presentes resultados difieren de los obtenidos por Rufian-Henares y col. (2001a y b)
en el analisis de formulas entérales con similares ingredientes, donde un paso de
purificacion fue necesario para evitar la interferencia de compuestos generados durante
el procesado. Similares resultados fueron obtenidos cuando otro agente clarificante
(acido tricloroacetico (ATC)) fue usado. Sin embargo solo el reactivo de carrez puede
ser usado cuando un paso de purificacion es incluido, ya que ATC forma una emulsion
estable.
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IV.1.2. Determinacion de HMF y furfural en muestras

IV.1.2.1. Ingredientes proteicos

La tabla III.1.2.1-1 muestra los resultados obtenidos. Las concentraciones de
HMF estuvieron entre 0,05 y 2,5 mg/100g de proteina. HMF no fue encontrado en
caseinas, proteinas hidrolizadas y proteinas aisladas de soja. Furfural no fue detectado
en ningun ingrediente.

El valor més alto de HMF en muestras de suero lacteo fue obtenido en la
muestra E-300, lo cual puede ser el resultado del proceso de secado durante la
manufactura o inadecuadas condiciones de almacenamiento, ya que los lactosueros 2 y
3 con un mayor contenido de azucares (tabla III.8.3-1) presentaron valores muy
inferiores. Comparando con la muestra E-300, la muestra PSLBL mostrd un contenido
de HMF 4 veces menor, y 10 veces menor en las muestras restantes. La ausencia de
HMF en los caseinatos de calcio, proteinas de suero hidrolizado y proteinas aisladas de
soja puede ser debido a sus bajos contenidos de azucar y alto contenido en proteina
(tablas II1.8.3-1 y II1.8.2-1 respectivamente).

Hay pocos datos publicados sobre contenido de HMF en ingredientes proteicos.
Jayaprakasha y Yoon (2005) determinan HMF en concentrados de proteinas de suero
lacteo con 70% y 80% de proteina, reportando valores similares a los encontrados en el
presente estudio (1,6 y 0,8 mg/kg, respectivamente), con un incremento tras la hidrélisis
de 4,3 y 2,3 mg/kg respectivamente. Sin embargo Dogan y col. (2005) encontraron
valores de HMF considerablemente mayores, de 12,4-33,5 mg/kg en concentrados de
proteinas de suero lacteo.

HMF podria ser usado solo como un indicador de dafio térmico en proteinas del
lactosuero, ya que estos fueron los ingredientes con mayor contenido de azucares. El
proceso de obtencion y/o conservacion parece influir mucho en los valores obtenidos
para este parametro.

IV.1.2.2. Formulas infantiles

HMF vy furfural solo fueron analizados en la formula D por ser esta la tinica
cuyos ingredientes no contenian compuestos furdnicos. Las Maltodextrinas usadas en
las demés formulas ya contienen HMF (1,51 mg/Kg), al igual que las proteinas del
lactosuero. El contenido de HMF en los hidratos de carbono no permite comprobar la
utilidad de este indicador en féormulas elaboradas con ingredientes proteicos de
diferentes dafio térmico.

HMF no fue detectado en la mezcla de ingredientes durante el procesado, sin
embargo si fue encontrada en el producto final (tabla III.1.1.2-1). Durante la
conservacion los incrementos fueron significativos (p<0,05) hasta los 12 meses, tiempo
a partir del cual los valores de estabilizan. En este caso el HMF permite controlar el
dafio térmico durante el procesado y conservacion. Por el contrario furfural no fue
detectado en ninguna de las muestras.
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En formulas donde no se emplean Maltodextrinas como carbohidrato y proteinas
del lactosuero, ingredientes que suelen contener compuestos furdnicos (Rufian-Henares
y col., 2001b; Contreras-Calderon y col., 2008) el HMF es un indicador util del dafio
térmico producido por Maillard.

No existen datos en la bibliografia sobre compuestos furanicos durante el
procesado y conservacion de formulas infantiles hidrolizadas, sin embargo Ferrer y col.
(2000) estudian el efecto del procesado térmico y conservacion sobre el contenido de
compuestos furanicos en formulas en polvo, adaptadas y de continuacion, encontrando
un valor medio de 0,06 mg HMF/Kg en el suero usado como ingrediente y 0,14 mg
HMF/Kg en la mezcla de ingredientes de la formula adaptada tras la esterilizacion. Tras
el secado obtienen valores medios de 0,34 y 1,84 mg HMF/Kg para la formula adaptada
y de continuacidon respectivamente. Furfural solo fue detectado en la formula de
continuacion tras el procesado. Estos valores de HMF son 2 y 11,5 veces superiores a
los encontrados en la formula D tras el procesado. Estos mismos autores (Ferrer y col.,
2000) encuentran valores de 0,77 y 2,62 mg HMF/Kg tras 6 meses de conservacion a
37°C para la formula adaptada y de continuacion respectivamente. Tras 6 meses de
conservacion furfural fue encontrado en ambas férmulas. Los valores de HMF
obtenidos en la formula adaptada coinciden con los obtenidos en la formula D tras 24
meses de conservacion a 30°C. Durante la conservacion de formulas infantiles otros
autores (Albala-Hurtado y col., 1998; Guerra-Hernandez y col., 2002b) encuentran
concentraciones superiores a las encontradas en la formula D analizada en este trabajo.

IV.1.2.3. Formulas infantiles comerciales

El estudio con formulas infantiles comerciales se ha realizado por solicitud e
interés de la industria de productos dietéticos que proporciono las férmulas (A, B, C y
D) para el presente trabajo, con el fin de comparar sus formulas con las demas férmulas
del comercio.

Se han analizado 8 formulas de inicio y 6 de continuacion elaboradas con
proteinas lacteas, proteinas del lactosuero parcialmente hidrolizadas y proteinas de soja
(tabla I1.1.3-1).

Los valores de HMF (III.1.1.3-1) variaron entre no detectado para las FI 1, 3 y
10, y 14,2 mg/kg de la FI 12. Furfural tampoco fue detectado en las FI 1, 3 y 10, siendo
el valor mas alto de 0,62 para la FI 12. Se puede observar claramente que la FI 12
presenta un dafio térmico bastante superior al resto de las férmulas. Debido a que la
composicion es similar a las otras formulas, este valor tan alto en compuestos furanicos
puede ser debido a un tratamiento térmico puntualmente alto o a que se han usado
ingredientes térmicamente dafiados. El valor de HMF fue superior (expresado en
mg/100 g de proteina) al obtenido en el estudio de ingredientes proteicos.

Las formulas 1, 3 y 10 donde no se encontraron compuestos furanicos, se deben

haber utilizado ingredientes de buena calidad (bajo dafo térmico) y los tratamientos
térmicos en la elaboracion de las formulas no deben haber sido muy drésticos.
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En las demdas formulas al no conocer exactamente la formulacion (tipos de
proteinas lacteas, relacion caseina/lactosuero) y tratamientos térmicos aplicados no se
puede afirmar en qué estado se encuentra la reaccion de Maillard. El furfural al no
haberse obtenido en los ingredientes podria indicar el tratamiento térmico.

Entre HMF vy furfural se observo una correlacion inversa (r°=0,495), a mayor
HMF menor contenido de furfural, lo cual es inesperado ya que es considerado que la
formacion de ambos es afectada por los mismos factores, por lo que creemos que la baja
correlaciéon puede ser debida a la presencia de HMF en los azucares de partida.
Similares resultados fueron reportados por Albala-Hurtado y col. (1999) en féormulas
infantiles liquidas al no encontrar correlacion entre la formacion de HMF y furfural a
partir de sus precursores.

Comparando los resultados obtenidos con los reportados por otros autores, se
observa que en general las formulas de este estudio presentan valores superiores de
compuestos furdnicos, asi Albala-Hurtado y col. (1998) conserva formulas infantiles en
polvo durante 9 meses a 20, 30 y 37°C, encontrando valores de HMF y furfural libre
entre 10,3 y 23,5 umol/L (0,84 y 1,91 mg/100g de proteina), y 1,1 y 5,3 umol/L (0,089
y 0,43 mg/100g de proteina) respectivamente. Ferrer y col. (2000) en férmulas en polvo,
adaptadas y de continuacion, encontran valores en el punto 0 de conservacion de 0,34
mg HMF/100 g de proteina (0,039 mg HMF/Kg), no detectando furfural en formulas
adaptadas; mientras que en las formulas de continuacion los valores fueron 1,84 mg
HMEF/100 g de proteina (0,29 mg HMF/Kg) y 0,08 mg furfural/100 g de proteina
(0,0128 mg furfural/Kg). Durante la conservacion de formulas infantiles en polvo
Guerra-Hernandez y col. (2002b), encuentran valores iniciales de HMF libre de 2,1 mg
/Kg. HMF vy furfural libre fueron evaluados durante la conservacién en formulas
infantiles en polvo encontrando valores iniciales de 0,85 mg HMF/Kg y 0,0119 mg
furfural/Kg en formulas no suplementadas con acidos grasos poli insaturados de cadena
larga, y 0,58 mg HMF/Kg, en féormulas suplementadas, donde no se detecto furfural
(Chavez-Servin y col., 2006).

IV.2. Determinacion de furosina

La furosina es un indicador de las primeras etapas de la reaccion de Maillard y
se forma durante la hidrolisis acida de los compuestos de Amadori (fructosil-lisina,
lactulosil-lisina y maltulosil-lisina) producidos por reaccion entre el grupo g-amino de la
lisina y los azlcares glucosa, lactosa o maltosa (Erbersdobler y Hupe, 1991).

El control del tratamiento térmico de leche y productos lacteos se puede realizar
mediante la determinacion de furosina. Resmini y Pellegrino (1991), Lopez Fandifio y
col. (1993), Corzo y col. (1994a y b), Villamiel y col. (2004), Baptista y Carvalho
(2004), Vallejo-Cordoba y col. (2004) y Fenaille y col. (2006) aplican este indicador en
leches con alta y baja pasteurizacion, leches de tratamiento UHT directo e indirecto,
esterilizadas y conservadas. La furosina también mide de forma indirecta, la perdida de
lisina en leches procesadas y formulas infantiles (Erbersdobler y Hupe, 1991;
Evangelisti y col., 1994; Evangelisti y col., 1999).
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En foérmulas infantiles, elaboradas con ingredientes lacteos, la furosina ha sido
util en el control de elaboracion (Evangelisti y col., 1994; Morales y col., 2004; Baptista
y Carvalho, 2004; Fenaille y col., 2006; Penndorf y col., 2007; Martysiak-Zurowska y
Stolyhwo, 2007) y conservacion (Ferrer, 2001; Ferrer y col., 2003; Guerra-Hernandez y
col., 2002a y b).

IV.2.1. Estudios preliminares

La furosina se determind en ingredientes proteicos, formulas infantiles y
sistemas modelo siguiendo la técnica desarrollada en leche por Resmini y col. (1990).

A fin de elegir la cantidad 6ptima de muestra de partida se analizaron
concentraciones de proteina comprendidas entre 0,28 y 6,37 mg/ml de HCI de hidrolisis
para las formulas A y B, y entre 0,33 y 6,24 mg/ml de HCI de hidrolisis para las
formulas con hidrolizados de proteina (C y D). En la formula A la méxima conversion a
furosina (figura 9) se obtiene para concentraciones entre 0,28 a 1,42 mg de proteina/ml
de HCL. En la formula B la conversion (figura 10) fue méaxima entre 0,28 y 2,83 mg de
proteina/ml de HCI. En el caso de las férmulas hidrolizadas la conversion (figura 11)
fue similar en las tres concentraciones estudiadas (0,33-6,24 mg de proteina/ml de HCI).
La técnica original de Resmini y col. (1990) para la leche indica que la muestra de
partida debe contener entre 5 y 6,5 mg de proteina por ml de HCI. En las formulas A y
B concentraciones de proteina elevadas producian agregados que podrian estar sin
hidrolizar, ya que estudios de furosina en periodos de conservaciéon no mostraron
valores congruentes. Las cantidades de muestra para el andlisis fueron
aproximadamente 0,05 g para todas las formulas.

El estudio de precision incluyendo la hidrolisis acida, preparacion de las
muestras y andlisis por HPLC, fue evaluado en una formula infantil comercial de
continuacion (n=8), obteniendo un coeficiente de variacion de 3,4%, con un valor medio
de furosina de 1221 mg/100 g de proteina. El limite de deteccion (calculado como el
triple del ruido de la senal) fue 0,105 mg/100 g de proteina. El limite de cuantificacién
(calculado como 10 veces el ruido de la sefial) fue 0,35 mg/100 g of proteina.

La recta de calibrado se construy6 adicionando cantidades crecientes de furosina
patrén a una muestra de leche cruda y siguiendo el mismo método de formacion y
extraccion que para las formulas infantiles. Las foérmulas contenian cantidades
apreciables de furosina y la eleccion de la leche se basé en la similitud de los
componentes proteicos de este alimento con las féormulas. Ademas, en la leche cruda no
se detecto furosina.

El tiempo de analisis cromatografico fue de 32 minutos y se obtuvo un pico de
furosina bien resuelto aproximadamente a los 24 minutos (figura 12).
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1V.2.2. Determinacion de furosina en muestras

Los resultados se expresan en mg/g de muestra con objeto de conocer el
contenido potencial de este indicador en el producto y en mg/100g de proteina, que
permite comparar el dafo térmico de unos productos con otros.

1V.2.2.1. Ingredientes proteicos

Los contenidos de furosina obtenidos en el estudio de ingredientes se muestran
en la tabla I11.2.2.1-1. Los valores de furosina estdn comprendidos entre 1,36 y 1435
mg/100g de proteinas. Las concentraciones mas bajas corresponden a los hidrolizados
de proteina (1,36-20,3 mg/100g de proteina), seguidas por la soja y aislados (5,85 y 33,8
mg/100g de proteina) y caseinas (22,8-60,5 mg/100g de proteina). Las proteinas del
lactosuero mostraron los valores mas altos, entre 354 y 1435 mg/100 g de proteina. El
contenido de azucares (lactosa) en los lactosueros fue siempre superior al resto de
ingredientes (Tabla II1.8.3-1) lo que explicaria la mayor reactividad. Por otra parte
ingredientes con contenido similar de azucares y proteinas (lactosueros 2 y 3) mostraron
valores muy diferentes de furosina (354 y 644 mg/100g de proteina respectivamente) lo
que podria indicar un tratamiento térmico diferente y mas drastico para el lactosuero 3.

La correlacion (r?) entre furosina y HMF en proteinas del suero fue 0,1669.
Cuando se mide la absorbancia a 420 nm en la misma disolucion acuosa empleada en la
determinacion de HMF solo se obtiene absorbancia en la muestra E-300 lo que indicaria
que la reaccion de Maillard en esta muestra estd mas avanzada y furosina podria estar
disminuyendo (mayor degradacion que generacion). Si se omite este valor (muestra E-
300) la correlacion lineal directa obtenida en las proteinas del suero es casi perfecta
(*=0,9746).

Furosina no puede ser usado como un indicador de dafio térmico en el presente
estudio debido a la falta de informacion sobre el tratamiento térmico, de los ingredientes
y a los diferentes contenidos de azicares en las muestras.

Morales y Jiménez-Pérez, (2000) estudian 4 sistemas modelo de caseinato de
sodio-lactosa calentados a 110-150°C durante mas de 30 min. Los valores obtenidos en
la mezcla de ingredientes (33 mg/100 g de proteina) indican que el dafo térmico fue
menor al obtenido en el caseinato de sodio analizado en el presente trabajo (60,5
mg/100 g de proteina). Rufidn-Henares y col. (2004a) analizan el contenido de furosina
en sistemas modelo azucares-proteina calentados a diferentes tiempos y temperaturas,
encontrando valores en el punto 0 de 60 mg/100 g de proteina para el sistema elaborado
con caseina, 50 mg/100 g de proteina para el sistema elaborado con lactosuero de
laboratorio y cerca de 1300 mg/100 g de proteina para el sistema elaborado con
lactosuero comercial. Estos datos concuerdan con los obtenidos en este estudio para la
caseina y el lactosuero comercial, pero no para el lactosuero de laboratorio que
evidentemente posee un contenido de furosina mucho menor ya que segun indican los
autores no sufrid apenas tratamiento térmico durante su obtencion. Penndorf y col.
(2007) determinan furosina en proteinas de suero lacteo, encontrando un valor medio de
65,7 mmol/100 g (16,72 mg/100 g de proteina).
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La medida de HMF y absorbancia a 420 nm en proteinas del suero puede ser ttil
para establecer el estado de la reaccion de Maillard (inicial o intermedio) y para
determinar si la furosina esta incrementado o decreciendo, y por tanto utilizar uno u otro
indicador para el control del dafio térmico en férmulas elaboradas con estos
ingredientes.

1V.2.2.2. Formulas infantiles

a) Procesado

Los contenidos de furosina en las diferentes etapas del proceso de elaboracion de
las formulas infantiles elaboradas en planta industrial y piloto se observan en la tabla
M1.2.2.2-1.

Formula A

Los valores de furosina obtenidos en los puntos inicial y final de la planta
industrial fueron 620 y 1937 mg/100 g de proteina respectivamente, encontrandose
incrementos estadisticamente significativos (p<0,05) entre las etapas estudiadas. En la
planta piloto los valores fueron de 802 a 1033 mg/100 g de proteina, y en este caso los
incrementos fueron significativos (p<0,05) solo entre punto inicial y final.

Formula B

En estas formulas los valores de furosina incrementaron desde 360 a 800 mg/100
g de proteina para la planta industrial y 593 a 812 mg/100 g de proteina para la planta
piloto. En todas las etapas los incrementos fueron estadisticamente significativos
(p<0,05).

Formula Cy D

En las formulas parcialmente hidrolizadas se observaron incrementos
significativos (p<0,05) en todas las etapas estudiadas, tanto en planta industrial como
piloto, excepto entre los pasos 3 y producto final, lo que es l6gico ya que en entre estas
etapas no hay tratamiento térmico sino una adicion de aminoacidos en seco.

El contenido de furosina en el primer paso (mezcla de ingredientes) proviene del
presente ya en los ingredientes y del tratamiento térmico (<60° C/3h). Esto se demuestra
por los datos obtenidos en planta piloto, en el cual la contribucidon de furosina por parte
de los ingredientes de acuerdo a la composicion de las formulas (tabla 11.1.2-2) y el
contenido de furosina en los ingredientes (tabla I11.2.2.1-1) fue de 694 mg/100g de
proteina en la formula A, 235 mg/100g de proteina en la formula B, y 20,3 mg/100g de
proteina en las férmulas C y D. Cuando el carbohidrato usado fue lactosa, altos
incrementos fueron observados durante la mezcla (formulas B y D). En general, el
incremento de furosina fue mayor entre los pasos 2 (adicion de aceite) y 3 (secado) que
entre los pasos 1 (mezcla de ingredientes) y 2, lo que se explica por el tratamiento
térmico mas drastico durante el secado (215-230°C) que durante la adicidon de aceite
(90-95°C).
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El alto contenido de furosina en el producto final de la formula A planta
industrial no fue observado en la planta piloto, lo que indica que incluso cuando los
tratamientos térmicos y formulacion son los mismos, si los lotes de ingredientes son
diferentes, diferentes niveles de dafio térmico seran producidos de acuerdo al dafio
térmico inicial de los ingredientes de partida.

Comparando entre las formulas preparadas con proteinas parcialmente
hidrolizadas (C y D planta piloto, con el mismo ingrediente) se observa una mayor
reactividad en la formula preparada con lactosa (contenido final de furosina 511 mg/100
g de proteina) que en la formula preparada con maltodextrina (dextrosa equivalente =
17) (contenido final de furosina 217 mg/100g de proteina) (tabla I11.2.2.2-1).

Formulas elaboradas con proteinas bajas en lactosa y maltodextrina como azucar
reductor (formula A) mostraron similar dafio térmico que las formulas elaboradas con
otros ingredientes proteicos y lactosa como azucar reductor (formula B).

No hay datos publicados sobre el contenido de furosina durante la manufactura
de formulas infantiles, pero hay informacién sobre el comportamiento de furosina
durante la conservacion. Guerra-Hernandez y col. (2002b) estudian el efecto de la
conservacion (a 20 y 55°C durante 90 dias en atmosfera de nitrégeno y oxigeno) sobre
el pardeamiento quimico en férmulas infantiles en polvo, obteniendo valores de 701 mg
de furosina/100g de proteina en formulas antes de su conservacion, similares a los
obtenidos para la formula B en el presente estudio. Sin embargo en un estudio de
conservacion en formulas infantiles a base leche (20 y 37°C durente 24 meses), Ferrer y
col. (2003) encontraron valores iniciales bajos, de 141-161,5 mg/100g de proteina.
Morales y col. (2004) analizan 6 féormulas infantiles comerciales en polvo preparadas
con proteinas lacteas y lactosa o maltodextrinas y 3 preparadas con proteinas de suero
parcialmente hidrolizadas y lactosa o maltodextrina, reportando valores de furosina
entre 550-1050 mg/100g de proteina, similares a los resultados obtenidos en las
formulas A y B pero mas altos que los encontrados en las férmulas parcialmente
hidrolizadas (C y D). Baptista y Carvalho, (2004) encuentran valores de furosina
sorprendentemente bajos (21-81 mg/100g de proteina) en 13 férmulas infantiles a base
de proteinas lacteas, incluso mas bajos que los observados por ellos en leche.

En el tratamiento térmico entre los pasos 1 y 2 se obtuvieron incrementos
superiores de furosina que los observados por Resmini y col. (1990) después de la
pasteurizacion en leche. El paso 3 implica secado por atomizacion del producto, el cual
produce mayores incrementos de furosina que los observados después de la adicion de
aceite (tratamiento térmico indirecto).

Los valores de furosina obtenidos fueron muy altos y variables. Esta variabilidad
es debido a los ingredientes usados, ya que la preparacion de estas formulas fue similar.

Formulas con el mismo tipo de proteina (parcialmente hidrolizadas, planta
piloto) mostraron mayor reactividad cuando el carbohidrato usado fue lactosa que
cuando se uso maltodextrina. Férmulas con diferentes proteinas mostraron similar
reactividad, independientemente del azticar usado (maltodextrina o lactosa). Aunque los
ingredientes originales contenian furosina, esta incrementd durante su tratamiento, lo
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que hace que la furosina sea un indicador util para monitorizar el avance de la reaccion
de Maillard durante la elaboraciéon de estos productos.

b) Conservacion

Los contenidos de furosina en las formulas infantiles tras 24 meses de
conservacion a 4, 20 y 30°C se observa en las tablas 111.2.2.2-2 a [11.2.2.2-5.

Formula A

La figura 16 muestra el comportamiento de la furosina durante la conservacion.
La conservacion de las formulas elaboradas en la planta industrial mostrd incrementos
significativos (p<0,05) a partir del tercer mes, solo a 30°C (tabla III.2.2.2-2). A partir
del sexto mes los incrementos fueron significativos (p<0,05) para todas las temperaturas
estudiadas y esta tendencia continud hasta los 12 meses a 4 y 30°C, y hasta los 15 meses
a 20°C. A los 15 meses los valores de furosina permanecian estables o descendian
ligeramente 4 y 30°C. A los 24 meses de conservacion se observaron descensos de
furosina en las tres temperaturas estudiadas. Cuando se compara el mismo mes los
cambios también fueron significativos (p<0,05) entre las diferentes temperaturas,
excepto a los 12 meses entre 4 y 20°C. La tabla IV.2.2.2-1 muestra la correlacion lineal
obtenida entre los valores de furosina y tiempo de conservacion en las diferentes
temperaturas estudiadas. Una correlacion muy alta fue obtenida durante el primer afio
(0,917-0,988) de conservacion pero no durante el segundo. El mayor incremento de
furosina fue obtenido tras 12 meses de conservacion a 30°C en féormulas preparadas en
planta industrial (incremento de 980 mg/100 g de proteina). Después de los 12 meses,
los valores de furosina no reflejan el dafio térmico.

Tabla IV.2.2.2-1. Correlacion entre tiempo de conservacion y contenido de furosina en
las diferentes formulas estudiadas.

T*(°C) | Tiempo Formulas
(meses)

A B C D

PI PP PI PP PI PP PP
4 12! 0917 0,642 | 0,822 0,996* | 0,934 0,365 | 0,615
24° 0,331 0917* | 0,400 0,952* | 0,094 0,617 | 0,890*
20 12° 0,933* 0,779 | 0,949* 0,855 | 0,966* 0,896 | 0,777
24 0,361 0,879* | 0,922* 0,923* | 0,195 0,733* | 0,919*
30 12° 0,988* 0,950* | 0,730 0,592 | 0,956* 0,858 | 0,929*
24 0,583 0,949* | 0,929* 0,818* | 0,861* 0,922* | 0,946*

* Nivel de significacion (P < 0,05)
L. n=3; 2. n=4; 3. n=5; * n=6
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Figura 16: Comportamiento de la furosina durante la conservacion de la formula
infantil A planta industrial (PI) y piloto (PP).
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La conservacion de las formulas elaboradas en planta piloto no mostré un
comportamiento similar al de la planta industrial. Los incrementos fueron significativos
(p<0,05) tras 3 meses a 20 y 30°C. A 30°C fueron necesarios 12 meses de conservacion
para observar incrementos nuevamente, no observandose cambios a 15 meses y
volviendo a incrementar a los 24 meses. A 20°C, se observaron incrementos
significativos (p<0,05) tras 24 meses de conservacion. A 4°C el primer incremento
significativo se produjo a los 12 meses de conservacion y continto hasta los 24 meses.
A 30°C, una alta correlacion fue obtenida entre tiempo de conservacion y furosina (tabla
IV.2.2.2-1) a 24 y 12 meses, obteniéndose los mayores incrementos (581 mg/100 g de
proteina) tras 24 meses de conservacion. La reactividad fue mucho mayor en las
formulas elaboradas en planta industrial que en la planta piloto, lo cual puede ser debido
principalmente al uso de ingredientes de diferentes lotes. Cuando el dafio térmico es
alto, como en las formulas de la planta industrial, furosina solo es 1til como indicador
durante el primer afio de conservacion.

Formula B

Las figuras 17 y 18 respectivamente muestran el comportamiento de la furosina
durante la conservacion. En la formula elaborada en planta industrial los incrementos de
furosina durante la conservacion fueron significativos (P<0,05) a partir del tercer mes a
20 y 30°C siendo mas notables a los 24 meses (tabla I11.2.2.2-3). Entre temperaturas
para el mismo tiempo de conservacion se observaron diferencias significativas (p<0,05)
tras 3, 6, 15 (solo entre 20 y 30°C) y 24 meses de conservacion. A 12 meses no se
observaron diferencias significativas entre temperaturas. Tras 24 meses de
conservacion, los valores de furosina con respecto a los 15 meses incrementaron a 20 y
30°C pero no a 4°C. Estos incrementos fueron mayores a 30°C. Altas correlaciones
fueron obtenidas entre tiempo de conservacion y contenido de furosina tras 24 meses de
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conservacion a 20 y 30°C (tabla IV.2.2.2-1). En la formula elaborada en planta piloto se
encontraron incrementos significativos (p<0,05) en todas las temperaturas estudiadas
en el tercer mes y de nuevo a los 12 meses, seguida por una estabilizacion de los valores
de furosina, hasta que de nuevo incrementa a los 24 meses (tabla I11.2.2.2-3). La
correlacion entre furosina y tiempo de conservacion fue alta para las tres temperaturas
estudiadas tras 24 meses de conservacion (tabla 1V.2.2.2-1). Cuando los valores
iniciales de furosina no son elevados, este es un indicador util de dafio térmico durante
24 meses de conservacion.

Figura 17: Comportamiento de la furosina durante la conservacion de la formula
infantil B planta industrial (PI).
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Figura 18: Comportamiento de la furosina durante la conservacion de la formula
infantil B planta industrial (PI).
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Comparando las formulas A y B (con proteinas intactas) tras la conservacion
durante 24 meses, el mayor incremento de furosina fue observado en la formula A
elaborada en planta industrial, mientras que la formula A planta piloto y formula B de
ambas plantas mostraron un menor y similar incremento. La formula A tiene un 30% de
maltodextrinas como carbohidrato mientras que la formula B tiene un 50% de lactosa,
lo que indica que el comportamiento de la furosina depende maés del dafio térmico
inicial de las proteinas usadas que del tipo y concentracion de azucares usados.
Diferencias tan grandes en reactividad y concentracion de azucares (maltodextrina y
lactosa) pueden verse compensadas por la diferente reactividad de las proteinas
utilizadas, por lo que lo que no se pueden comparar formulas con diferentes ingredientes
(FI A y B). En ambas formulas se observaron incrementos de furosina en todas las
temperaturas estudiadas. Los valores obtenidos a 4°C fueron ligeramente mas bajos que
los obtenidos a 20°C y en general mucho mas bajos que los obtenidos a 30°C. Por lo
tanto se recomienda conservar entre 4 y 20°C.

Formula C

La figura 19 muestra el comportamiento de la furosina durante la conservacion.
En las muestras elaboradas en planta industrial los incrementos fueron significativos
(p<0,05) desde el tercer mes para todas las temperaturas y continuo con esta tendencia
hasta los 12 meses, tiempo a partir del cual los valores de furosina empezaron a
descender, excepto a 30°C/24 meses, donde un incremento significativo (p<0,05) fue
observado (tabla II1.2.2.2-4). Entre temperaturas para los mismos tiempos de
conservacion los incrementos fueron estadisticamente significativos (p<0,05) en todos
los casos. Una alta correlacion lineal fue obtenida entre furosina y tiempo de
conservacion durante el primer afio en todas las temperaturas estudiadas (tabla IV.2.2.2-
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1). En las muestras de la planta piloto, los incrementos fueron estadisticamente
significativos (p<0,05) desde los 3 meses de conservacidon y continuo hasta los 6 meses
(tabla II1.2.2.2-4), tiempo a partir del cual los valores se estabilizan, produciéndose
nuevamente un alto incremento tras 24 meses a 30°C. La correlacion lineal obtenida
entre furosina y tiempo de conservacion fue 0,8961 y 0,8584 para el primer afio de
conservacion a 20 y 30 °C, respectivamente, y 0,922 tras 2 anos a 30 °C (tabla [V.2.2.2-

).

Figura 19: Comportamiento de la furosina durante la conservacion de la formula infantil C
planta industrial (PI) y piloto (PP).
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Formula D

La figura 20 muestra el comportamiento de la furosina durante la conservacion.
Durante los primeros 6 meses de conservacion los valores de furosina permanecen
estables en las tres temperaturas estudiadas, tiempo a partir del cual los valores
incrementan significativamente (p<0,05) en todas las temperaturas hasta los 24 meses
(tabla I11.2.2.2-5). El valor mas alto de furosina se observo tras 24 meses/30°C. No se
observaron diferencias significativas (p<0,05) entre la conservacion a 4 y 20°C. Tras 24
meses a 30°C el incremento de furosina en esta formula (proteina parcialmente
hidrolizada y lactosa) fue proximo al de la formula C planta piloto, preparada con la
misma proteina y maltodextrina. Sin embargo durante el procesado la formula D
elaborada con lactosa mostré mayor reactividad (expresada en furosina) que la formula
C claborada con la misma proteina y maltodextrina como carbohidrato. Altas
correlaciones entre tiempo de conservacion y furosina fueron obtenidas tras 24 meses de
conservacion a 20 y 30°C tras 12 y 24 meses (tabla IV.2.2.2-1).

175



Discusion

Figura 20: Comportamiento de la furosina durante la conservacion de la formula
infantil D planta industrial (PI) y piloto (PP).
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Como en el caso de las formulas elaboradas con proteinas intactas, las formulas
con proteinas parcialmente hidrolizadas también mostraron valores mas bajos de
furosina a 4°C, y las diferencias entre 4 y 20°C fueron mucho mas bajas que las
obtenidas entre 20 y 30°C. Por lo tanto proponemos conservar las formulas con
proteinas parcialmente hidrolizadas por debajo de 20°C. Las férmulas con proteinas
intactas (A y B) mostraron incrementos muy similares de furosina, y mayores que los
obtenidos en las formulas con proteinas parcialmente hidrolizadas (C y D). El
comportamiento obtenido durante la conservacion a 30°C/24 meses de formulas con
ingredientes y procesos similares pero elaboradas en distinta plantas fue también
similar, excepto en la formula A, donde el dafo térmico de partida fue mayor.

Ferrer y col. (2003) estudian la conservacion de formulas adaptadas y de
continuacion durante 24 meses a 20 y 37°C. Los valores iniciales de furosina fueron 161
y 141 mg/100g de proteina respectivamente, obteniendo los valores mas altos a 20°C
tras 15 meses de almacenamiento (689 y 634 mg/100 g de proteina respectivamente
para la formula adaptada y de continuacion). A 37°C los valores mas altos se
obtuvieron tras 21 y 12 meses de conservacion respectivamente para la formula
adaptada y de continuacion (971 y 856 mg/100 g de proteina respectivamente). Estos
valores son mas bajos que los obtenidos en nuestras formulas A y B, donde los valores
iniciales ya son muy altos; sin embargo los incrementos fueron mayores probablemente
debido al uso de ingredientes térmicamente danados. Guerra y col. (2002b) estudian los
cambios quimicos en formulas infantiles en polvo durante la conservacion a 20 y 55°C
durante 90 dias, bajo atmosfera de oxigeno y nitrégeno, obteniendo un contenido inicial
de furosina de 701 mg/100 g de proteina y un contenido maximo de 5484 mg/100 g de
proteina tras 30 dias a 55°C bajo atmosfera de nitrogeno. A 20°C y bajo atmosfera de
nitrogeno, hubo un incremento en furosina tras 15 dias y una disminucion tras 90 dias.
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¢) Conservacion Aw 0,65

A fin de confirmar los hallazgos de la conservacion a Aw propia del producto,
las formulas se conservaron a valores de actividad de agua que favorecen la reaccion de
Maillard. Los contenidos de humedad alcanzaron en algunas muestras valores proximos
al 9% en la primera semana.

Formula A

La figura 21 muestra el comportamiento de la furosina durante la conservacion.
Los incrementos de furosina observados en planta industrial y piloto fueron
estadisticamente significativos (p<0,05) en todos los tiempos y temperaturas excepto a
20°C en la tercera y cuarta semana de la planta industrial (tabla I11.2.2.2-6).

El incremento de furosina con respecto al punto cero tras cuatro semanas de
conservacion a 20°C fue de 692 mg/100 g de proteina en la planta industrial y 447
mg/100 g de proteina en planta piloto. A 30°C los incrementos con respecto al punto
cero fueron de 1966 y 1964 mg/100 g de proteina para la planta piloto y planta
industrial respectivamente.

Tras cuatro semanas de conservacion a 20°C se obtienen casi los mismos valores
de furosina que los obtenidos a 30°C en la primera semana, tanto en planta industrial
como piloto.

A 30°C y Aw 0,65 se necesitaron entre 1 y 2 semanas para alcanzar los valores
de furosina obtenidos tras 15 y 24 meses de conservacion a actividad de agua propia del
producto.

Una alta correlacion lineal fue obtenida entre furosina y tiempo de conservacion
en planta industrial a 20 y 30°C tras 3 semanas (0,9091 y 0,9714, respectivamente), la
cual disminuyo en la 4 semana (0,7198 y 0,9325, respectivamente) (tabla 1V.2.2.2-2).
En la planta piloto se observo una alta correlacion a 20 y 30°C tras 3 (0,9187 y 0,9694,
respectivamente) y 4 (0,9435 y 0,9761, respectivamente) semanas de conservacion. Este
comportamiento es similar al observado cuando las formulas fueron conservadas a Aw
propia del producto durante 24 meses, donde se obtuvo una alta correlacion furosina y
tiempo de conservacion a 20 y 30°C durante el primer y segundo afio en las formulas de
la planta piloto, mientras que esta correlacion solo fue obtenida en planta industrial
durante el primer afio de conservacion (tabla IV.2.2.2-1).
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Figura 21: Comportamiento de la furosina durante la conservacion a Aw 0,65 de la formula
infantil A planta industrial (PI) y piloto (PP).
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La figura 22 muestra el comportamiento de la furosina durante la conservacion.
Los incrementos de furosina obtenidos tras la conservacion a 20 y 30°C en las formulas
elaboradas en planta industrial y piloto fueron estadisticamente significativos (p<0,05)
en todos los tiempos y temperaturas ensayados (tabla I11.2.2.2-7). Los incrementos de
furosina obtenidos fueron mayores para las muestras de planta industrial. Asi a 20°C el
incremento con respecto al punto 0 en planta piloto fue de 393 mg/100 g de proteina
frente a los 675 mg/100 g de proteina de la planta industrial. A 30°C el incremento con
respecto al punto inicial en la planta piloto fue de de 975 mg/100 g de proteina y en la
planta industrial de 1275 mg/100 g de proteina. A 30°C y Aw 0,65 se necesitan menos
de 2 semanas para alcanzar los valores de furosina obtenidos tras 2 afios de
conservacion a la Aw propia del producto. La correlacion entre furosina y tiempo de
almacenamiento en las diferentes temperaturas ensayadas se muestran en la tabla
IV.2.2.2-2. Las correlaciones mas altas fueron obtenidas tras 4 semanas de conservacion
tanto a 20°C como a 30°C. A Aw propia del producto también se obtuvo una alta
correlacién cuando la conservacion se realizo a tiempos mas largos (24 meses).
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Figura 22: Comportamiento de la furosina durante la conservaciéon Aw 0,65 de la
formula infantil B planta industrial (PI) y piloto (PP).
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La figura 23 muestra el comportamiento de la furosina durante la conservacion.
A 20°C no se obtuvieron incrementos significativos (p<0,05) para las formulas
elaboradas con proteinas parcialmente hidrolizadas, salvo el pequefio incremento
obtenido en las formulas C y D elaboradas en planta piloto, entre el punto inicial y la
primera semana, y entre el punto inicial, primera y segunda semana para las formula C
de planta industrial. Sin embargo a 30°C los incrementos fueron significativos (p<0,05)
en todos los tiempos (tablas I11.2.2.2-8 y II1.2.2.2-9). La correlacidon entre valores de
furosina y tiempo de almacenamiento en las diferentes temperaturas ensayadas para las
formulas C and D se muestran en la tabla IV.2.2.2-2. La formula C elaborada en planta
industrial mostro alta correlacion lineal a 20 y 30°C tras 3 y 4 semanas de conservacion,
mientras que en formula C planta piloto solo se observo una alta correlacion tras
conservacion a 30°C (tabla IV.2.2.2-2). Resultados similares se obtuvieron en la
formula C elaborada en planta piloto conservada a 30°C a actividad de agua propia del
producto. Altas correlaciones entre tiempo de conservacion y furosina se obtuvieron en
la formula D cuando se conservo a 30°C y Aw 0,65 (tabla IV.2.2.2-2). A Aw propia del
producto, altas correlaciones también fueron obtenidas en la formula D tras largos
periodos de conservacion (30°C/24 meses). En la formula C los incrementos de furosina
tras 4 semanas de conservacion a 30°C fueron similares entre planta industrial y piloto
(1100 y 917 mg/100 g de proteina, respectivamente) (tabla 111.2.2.2-8).

Ge pan y Melton (2007) calientan una mezcla seca de caseinato sddico y lactosa
a 60°C durante 96 horas a diferentes humedades relativas (HR), encontrando los
mayores niveles de formacion de furosina a HR=67% tras 12 y 24 horas, y HR=50%
tras 96 horas.
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Tabla IV.2.2.2-2: Correlacion (%) entre tiempo de conservaciéon a Aw 0,65 y contenido

de furosina.
T Tiempo Furosina
(°C) | (semanas)

A B C D

PI PP PI PP PI PP PP
20 3 0,909* 0,919* | 0,805 0,694 | 0,934* 0,215 0,637
4 0,720  0,944* | 0,879* 0,821* | 0,920* 0,590 0,746
30 3 0,971* 0,970* | 0,954* 0,837 | 0,978* 0,997* 0,931*
4 0,932* 0,976* | 0,947* 0,885* | 0,989* 0,996* 0,932*

* Nivel de significancia (P<0,05)
n=5

Figura 23: Comportamiento de la furosina durante la conservacion Aw 0,65 de las
formulas infantiles C y D planta industrial (PI) y piloto (PP).
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1V.2.2.3. Formulas infantiles comerciales

Los valores de furosina presentan un intervalo amplio, entre 379 mg/100g de
proteina para la formula 14 a base de proteinas aisladas de soja y 1459 mg/100g de
proteina para la formula 10 elaborada con proteinas séricas hidrolizadas (tabla II1.2.2.3-

1.

El valor medio de furosina obtenido en las 9 formulas elaboradas con proteinas
lacteas intactas fue de 952 mg/100 g de proteina, similar al obtenido en las 4 férmulas
elaboradas con proteinas lacteas parcialmente hidrolizadas (945 mg/100 g de proteina).
El valor medio obtenido en las formulas A y B elaboradas con proteinas intactas fue de
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1146 mg/100 de proteina, sin embargo si no se tiene en cuenta el valor tan alto de la
formula A planta industrial se obtiene un valor medio de 852 mg/100 g de proteina,
similar a lo obtenido en las formulas comerciales. Sin embargo la media de furosina de
las féormulas C y D elaboradas con proteinas parcialmente hidrolizadas fue de 299
mg/100 g de proteina, muy inferior a la obtenida en las formulas del comercio con
proteinas del mismo tipo.

Esta diferencia en los valores de furosina es también encontrada por otros
autores; asi en formulas elaboradas con proteinas intactas se han encontrado valores
entre 141 y 1551 mg/100 g de proteina (Guerra-Hernandez y col., 2002b; Ferrer y col.,
2003; Morales y col., 2004; Fenaille y col., 2006; Penndorf y col., 2007; Martysiak-
Zurowska y Stolyhwo., 2007), y entre 130 y 900 mg/100 g de proteina en férmulas
elaboradas con hidrolizados de proteina (Morales y col., 2004; Fenaille y col., 2006;
Penndorf y col., 2007). Excepcionalmente Baptista y Carvalho (2004) encuentran
valores muy bajos en formulas infantiles, entre 21,4 y 81,5 mg/100 g de proteina para
una formula sin lactosa y con proteina de suero parcialmente hidrolizada
respectivamente.

Los pocos datos encontrados en la bibliografia sobre el andlisis de féormulas
elaboradas con proteinas de soja (Morales y col., 2004) coinciden con los obtenidos en
este trabajo.

La diferente formulacion, el distinto dafio térmico de los ingredientes y el
diferente procesado hacen que este indicador, a diferencia de lo que ocurre en la leche,
solo pueda utilizarse para el control del proceso de elaboracion y conservacion de la
misma formula.

Haciendo una correlacion global entre HMF/furosina y furfural/furosina y
excluyendo las formulas 1, 3 y 10 en las que no se detectaron compuestos furanicos y la
muestra 12 que mostrd valores muy altos (figuras 24 y 25) obtenemos una correlacion
inversa en el primer caso y directa en el segundo caso.

La correlacion inversa entre HMF y furosina (figura 24) sugiere un avance de la
reaccion de Maillard por degradacion de compuestos de Amadori (indicador de
primeras etapas; medido como furosina) y formacion de HMF (indicador de etapas
intermedias). Sin embargo es la formula 14 con proteina aislada de soja la que presenta
el menor contenido de furosina y mayor en HMF. En la tabla III.1.2.1-1 se observa que
las proteinas de soja analizadas en este trabajo no contienen compuestos furanicos y los
valores de furosina son bajos, por lo que pensamos que los altos valores de HMF
pueden proceder de las Maltodextrinas (Rufian-Henares y col 2001b) presentes en la
formulacion y no a la reaccion de Maillard durante el procesado. En el caso de esta
formula (FI 14) la furosina seria el indicador de dafo térmico ya que la reaccioén de
Maillard se encuentra en etapas iniciales.
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Figura 24: Correlacion entre HMF y furosina.
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En el caso del furfural se observa todo lo contrario, una correlacion directa con
furosina (figura 25). Furfural no fue detectado en ninguno de los ingredientes analizados
en este trabajo (tabla I11.1.2.1-1) por lo que previsiblemente tampoco lo contengan los
de las formulas comerciales y este sea el indicador de Maillard util durante el
procesado.

Figura 25: Correlacion entre furfural y furosina.
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IV.2.2.4. Sistemas modelo

Los sistemas modelo se realizaron con el proposito de evaluar la reactividad por
separado de los diferentes ingredientes proteicos e hidrocarbonados utilizados por la
industria en la elaboracion de las formulas objeto de este trabajo. Es de gran
importancia conocer la reactividad que presentan estos ingredientes ya que esto permite
hacer recomendaciones a la industria que puedan contribuir a mejorar los procesos y
obtener productos con mayor valor nutricional, que en definitiva es el objetivo
primordial de estos alimentos.

Las concentraciones de lactosa (LAC), maltodextrina (MDX) y proteina (tabla
I1.1.3-1) usadas en la elaboracion de los sistemas modelo son las usadas normalmente
en la elaboracion de formulas de continuacion, adaptadas sin lactosa y parcialmente
hidrolizadas. La concentraciéon de FOS seleccionada para elaborar los sistemas modelo
fue la misma que la usada en el sistema modelo LAC-PSLBLPH (tabla I1.1.3-1) por ser
este el sistema con mayor contenido de carbohidratos.

Los resultados obtenidos se pueden observar en las tablas I11.2.2.4-1 a II1.2.2.4-
3.

Sistemas modelo FOS

La reactividad mostrada por los sistemas con FOS fue muy baja (tabla II1.2.2.4-
1), y solo se obtuvieron incrementos significativos (p<0,05) en el sistema FOS-
Hidrocaseina, a partir de 10 minutos a 100°C, y en el sistema FOS-PSLBLPH a los 6 y
10 minutos a 120°C, obteniéndose para este ultimo sistema una correlacion lineal de
0,980 entre tiempo y temperatura (tabla 1V.2.2.4-1). En el caso del sistema modelo
FOS- Hidrocaseina el incremento con respecto al punto 0 tras 10 min/120°C fue de casi
el doble, y la correlacion tiempo y temperatura fue mayor a medida que la temperatura
aumento, obteniéndose un r* de 0,969 a 120°C (tabla IV.2.2.4-1). En el sistema modelo
FOS-PSLBL se registré un descenso de los valores de furosina, y en el sistema modelo
FOS-CC 2 no se observaron cambios significativos.
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Tabla IV.2.2.4-1: Correlacion entre tiempo y temperatura para el indicador

furosina.
Sistemas Modelo 80°C 90°C 100°C 120°C
FOS-Hidrocaseina' 0,319 0,917* 0,920%* 0,969*
FOS-PSLBLPH’ - - - 0,980
MDX-CC 2! 0,929* 0,999* | 0,973* -
MDX-Hidrocaseina' 0,854 0,945%* 0,837 -
MDX-PSLBLPH' 0,942* 0,926* | 0,966* -
LAC-PSL! 0,013 0,728 0,708 -
LAC-CC 2! 0,948* 0,991%* 0,946%* -
LAC-Hidrocaseina' 0,974* 0,822 0,892 -
LAC-PSLBLPH' 0,907* 0,982% | 0,994* -
* Nivel de significancia (P<0,05)
. n=4; 2. n=3

Para entender mejor el comportamiento de los sistemas modelo con FOS, se
elaboro un sistema modelo con CC 2 (8,05%)-Fructosa (27,18 %), se calentd a 120°C
durante 10 min y se analizo furosina, HMF, absorbancia a 284nm y 420 nm, y también
se determino la cantidad de fructosa en los FOS (tabla 1V.2.2.4-2). No se observaron
incrementos significativos (p<0,05) de furosina, HMF ni absorbancia a 420 nm. Solo se
observd incremento en la absorbancia a 284 nm lo que nos demuestra la reactividad de
la fructosa. De esta manera comprobamos que la fructosa presente en este caso en los
FOS no es precursor de furosina, sin embargo no se explica de donde se genera furosina
en los FOS-Hidrocaseina y FOS-PSLBLPH, por lo que se deduce que es debido al
pequefio contenido de lactosa en los ingredientes proteicos, ya que la hidrocaseina
contiene 261 mg/100g y la PSLBLPH 94,76 mg/100g (tabla III1.8.3-1), por lo que serian
estos carbohidratos los precursores de furosina en estos sistemas modelo. También se
determin6 la absorbancia a 284 y 420 nm en todos los sistemas modelo FOS (tabla
IV.2.2.4-3), obteniendo incrementos significativos (p<0,05) solo en el FOS-PSLBL a
partir 6 min/100°C especialmente a 284 nm, lo cual se puede explicar por el mayor
contenido de azucares en el ingrediente de partida, que contiene lactosa (80 mg/100 g),
galactosa (1750 mg/100 g) y glucosa (1580 mg/100 g) (tabla II1.8.3-1), y por tanto su
mayor reactividad. Esto confirma que aunque en el FOS- PSLBL la furosina descienda
la reaccion de Maillard sigue avanzando.

Furosina no puede ser utilizado como indicador de dafio térmico por Maillard en
sistemas modelo elaborados con fructo-oligosacaridos.
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Tabla 1V.2.2.4-2: Contenido de furosina, HMF, absorbancia a 284 y 420 nm en el
sistema modelo CC 2-fructosa, y contenido de fructosa en los FOS.

Furosina HMF mg/kg | Absorbancia | Absorbancia Fructosa en
mg/100g prot 284 nm a 420 nm los FOS
mg/100 g
Pto 0 23,6+1,47 0,76+0,12 0,124+0,008 0,005+0,001 550416.5
120°C/10 min 26,76+1,57 0,70+0,04 0,171+0,011 0,006+0,001 ’

n=2

Tabla 1V.2.2.4-3: Absorbancia a 284 y 420 nm en los sistemas modelo FOS.

Sistema Modelo 284 nm 420 nm
FOS-Hidrocaseina
Pto 0 1,060+£0,018 | 0,004+0,001
80°C/10 min 1,006+0,005 -
90°C/10 min 1,064+0,013 -
100°C/10 min 1,071£0,018 | 0,005+0,001
FOS-PSLBL
Pto 0 0,058+0,003 | 0,004+0,001
80°C/10 min 0,051+0,001 -
90°C/10 min 0,056+0,004 -
100°C/3 min 0,054+0,006 | 0,007+0,003
100°C/6 min 0,077£0,004 | 0,007+0,001
100°C/10 min 0,113+0,001 0,009+0,001
FOS-CC 2
Pto 0 0,018+0,000 0,000
100°C/10 min 0,019+0,002 0,000
FOS-PSLBLPH
Pto 0 0,373+0,010 | 0,003+0,002
120°C/10 min 0,380+0,017 | 0,002+0,001
n=2

Braekman y col. (2001) estudian el efecto del tipo de carbohidrato usado sobre
la extension de la reaccion Maillard en productos lacteos endulzados y en un sistema
modelo libre de lactosa en el cual se modifico el contenido de carbohidratos y se
sometid a pasteurizacion. Estos autores observan un fuerte incremento del color pardo
cuando usan glucosa y fructosa. Tras 10 horas de calentamiento el contenido de furosina
reflejo la extension de la reaccion de Maillard, con excepcion de los sistemas que
contenian mezclas de fructosa y oligofructosa,
concentraciones muy bajas de furosina. Esto es debido probablemente al hecho de que
con fructosa como azucar reductor no se forman precursores de furosina, o que estos se
degradan rapidamente de nuevo después de la formacion (Van Boeckel y Brands, 1998).
Esto resultados concuerda con los obtenidos en el presente trabajo.
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Sistemas modelo con Maltodextrinas

En el sistema modelo MDX-PSLBL solo se ha estudiado el calentamiento
realizado a 100°C/10 min, observandose un ligero descenso en el valor de furosina con
respecto al punto 0 (Tabla I11.2.2.4-2). No se realiz6 el estudio a otras temperaturas ya
que al decrecer el indicador carece de utilidad. El sistema modelo MDX-CC 2 mostrd
incrementos significativos (p<0,05) a partir de los calentamientos realizados a 90°C. A
partir de esta temperatura la tendencia es siempre creciente para todos los tiempos. El
incremento maximo con respecto al punto inicial fue de 39 mg/100 g de proteina a
100°C/10 minutos, obteniéndose correlaciones lineales entre tiempo y temperatura
superiores a 0,90 para todas las temperaturas (tabla IV.2.2.4-1). El sistema modelo
MDX-Hidrocaseina mostr6é incrementos significativos (p<0,05) desde los 3 minutos de
calentamiento a 80°C, y fue mas notable cuando el tratamiento fue mas drastico. Al
igual que el sistema anterior el incremento maximo alcanzado es pequefio (32 mg/100g
de proteina) sin embargo el valor con respeto al punto inicial es de 7,3 veces superior,
con una correlacion lineal tiempo y temperatura mayor de 0,83 para las tres
temperaturas ensayadas (tabla IV.2.2.4-1). En el sistema modelo MDX-PSLBLPH los
cambios fueron significativos (p<0,05) en todos los tiempos y temperaturas ensayadas
excepto a 80 y 90°C entre 6 y 10 minutos. El incremento méximo obtenido con respecto
al punto inicial fue de 126 mg/100g de proteina tras 10 minutos a 100°C, lo que
representa 7 veces el contenido inicial, con correlaciones lineales tiempo y temperatura
superiores a 0,92 (tabla 1V.2.2.4-1) para todas las temperaturas ensayadas. En los
sistemas con maltodextrina el valor de furosina incremento 7 veces en los sistemas
elaborados con hidrolizados de proteinas y sélo 2 veces en los sistemas con proteinas
intactas. Al igual que en los sistemas modelo con FOS los valores de furosina
descendieron tras el tratamiento cuando la proteina utilizada fue PSLBL. El alto
contenido inicial de furosina en la PSLBL (tabla I11.2.2.1-1) limita la utilidad de este
indicador durante la conservacion ya que este es propio de etapas iniciales.

En sistemas modelo elaborados con la misma proteina pero usando FOS y MDX
como carbohidrato se observa mayor reactividad en estos ultimos, lo que es logico ya
que los FOS no son reductores y las MDX si.

Sistemas modelo con Lactosa

El sistema modelo LAC-PSL es poco reactivo ya que solo se obtuvieron
incrementos significativos (p<0,05) cuando se calentdé a 100°C durante 10 min,
mostrando un incremento méaximo con respecto al punto inicial de 137 mg/100g de
proteina. La correlacion entre tiempo y temperatura obtenida a 80°C fue muy baja
(*=0,013) y mayor de 0,7 a 90 y 100°C (tabla IV.2.2.4-1). Al igual que en el sistema
modelo MDX-PSLBL el alto contenido inicial de furosina en el sistema modelo LAC-
PSL limita la utilidad de este indicador. El sistema modelo LAC-CC 2 mostrd
incrementos significativos (p<0,05) en todos los tiempos y temperaturas, siendo mas
notables a medida que el tratamiento térmico fue mas intenso, con un incremento final
de 316 mg/100g de proteina (10 veces mas que el contenido inicial), con correlaciones
lineales entre tiempo y temperatura superiores a 0,94 (tabla IV.2.2.4-1). En el sistema
modelo LAC-Hidrocaseina el comportamiento a través de los de los diferentes
tratamientos térmicos fue muy similar al del sistema modelo LAC-CC 2, aunque con un
incremento menor (189mg/100g de proteina), sin embargo el valor de furosina con
respecto al punto inicial fue 22 veces superior. Las correlaciones entre tiempo y
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temperatura fueron superiores a 0,82 para todas las temperaturas ensayadas (tabla
IV.2.2.4-1). El incremento obtenido entre el punto inicial y final en el sistema modelo
LAC-PSLBLPH fue de 252 mg/100g de proteina lo que representa 16 veces el
contenido inicial, donde las correlaciones entre tiempo y temperatura fueron superiores
a 0,90 (tabla IV.2.2.4-1). Comparando con el mismo sistema elaborado con MDX donde
se emplearon concentraciones similares de aztlcar, se observa mayor reactividad cuando
se empleo lactosa (casi 2 veces mas).

Los sistemas modelo elaborados con proteinas hidrolizadas presentaron mayor
reactividad que los elaborados con proteinas intactas. Los mayores incrementos de
furosina con respecto al punto de partida, tras el tratamiento térmico a 100°C durante 10
minutos, fueron los obtenidos en los sistemas modelo LAC-CC 2, LAC-PSLBLPH, y
LAC-Hidrocaseina. Los sistemas modelo con PSLBL mostraron descensos con
respecto a los valores iniciales de furosina, lo cual puede ser debido a que parten con
valores muy altos y por tanto la reacciéon de Maillard podria estar en etapas avanzadas
donde este indicador careceria de utilidad. En el sistema modelo LAC-PSL donde
también se observaron valores iniciales de furosina altos se necesitaron tratamientos
mas drasticos para observar reactividad.

Si comparamos los datos obtenidos en los sistemas modelo con los obtenidos en
el procesado de las formulas infantiles elaboradas en planta piloto, donde se utilizan los
mismos ingredientes y similares concentraciones, observamos que en la formula A el
valor de furosina no indica la extension de la reaccion de Maillard ya que la proteina
PSLBL esta en etapas mas avanzadas. Para la formula B las dos proteinas, caseinato
calcico y PSL contribuyen a la formacién de compuestos de Amadori, ademas en la
mezcla de ingredientes ya se produce dafio térmico. Los valores de furosina obtenidos
en las dos primera etapas del procesado (calentamiento de liquidos) son también
obtenidos en los sistemas modelos por lo que estos podrian utilizarse para monitorizar
en un tiempo mdas corto el comportamiento de los ingredientes utilizados en la
elaboracion de la formulas.

En las formulas C y D también se produjo un pequeiio daiio térmico en el
mezclado de los ingredientes y al igual que en la formula anterior estos sistemas modelo
pueden utilizarse para monitorizar el comportamiento de los ingredientes durante las
dos primeras etapas de la elaboracion de las mismas.

En la bibliografia existen referencias que recogen estudios en sistemas modelo
con ingredientes similares y que también utilizan furosina como indicador, aunque las
proporciones de los ingredientes y los tratamientos térmicos aplicados son diferentes y
por tanto la comparacién con los sistemas modelo elaborados en este trabajo solo se
pueden hacer en términos de tendencia y no de valores absolutos. Asi, Pizzano y col.
(1998) calientan muestras de caseina de leche cruda entre 60 y 100°C durante 1, 10, y
30 minutos, obteniendo valores entre 5-100 mg/100 g de proteina; Morales y Jiménez,
(2000) estudian sistemas modelo de caseinato de sodio (3%)-lactosa (5%) calentados
entre 110-150°C a tiempos superiores a 30 min, encontrando valores de furosina de 10
mg/L (35,5 mg/100g de proteina) en el punto inicial, 15 mg/L (53,2 mg/100g de
proteina) tras 110°C/10 min, y el maximo valor (390 mg/100g de proteina) tras
150°C/10 min; Rufian-Henares y col. (2004a) también encuentran incrementos tras el
calentamiento de sistemas modelo caseina-lactosa calentados durante 10 minutos a
100°C (60,3-114 mg/100 g de proteina). Los incrementos obtenidos en el presente
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trabajo para el sistema LAC-CC 2 fueron superiores a los de estos autores, sin embargo
también lo fue la concentracion de ingredientes utilizados.

La tendencia obtenida por Rufian-Henares y col. (2004a) para los sistemas
modelo elaborados con maltodextrinas-caseina, maltodextrinas-proteinas del lactosuero
y lactosa-proteinas del lactosuero fue similar a la obtenida en los sistemas modelo de
este trabajo, incluso se observan descensos en los valores de furosina tras 10 minutos de
calentamiento a 100°C cuando parten de proteinas con valores my altos de este
indicador.

También existen estudios en sistemas modelo sélidos, asi Fenaille y col. (2003)
estudian la glicacion de B-lactoglobulina en estado seco, con lactosa, galactosa y
glucosa tras conservacion a 23°C/7 dias a Aw 0,44 y posterior calentamiento a 60°C a
diferentes tiempos. Tras 2h 15 min de calentamiento los resultados obtenidos en
términos de furosina fueron 2,6 y 3,9 veces mas altos para la glucosa y galactosa
respectivamente que para la lactosa; Casal y col. (2005) estudian la glicacion de
caseinamacropeptido (CMP) durante la conservacion con lactosa a 40 y 50°C y Aw
entre 0,33-0,65. A pH 8,0 y Aw 0,44 obtienen niveles maximos de furosina, superiores
a 1,9 mg/100 mg de CMP tras 5 dias a 50°C, mientras que estos valores no los obtienen
a 40°C tras 13 dias de conservacion. Incrementando el pH por encima de 11 obtienen
aumentos considerables de furosina, obteniendo el maximo valor tras de 9 horas a 50°C.
La tasa de formacion de furosina fue también mayor cuando la Aw fue superior a 0,65;
la méaxima cantidad de furosina (1,6 mg/100 mg CMP) se logro tras 2h de incubacion a
Aw 0,65. Por ultimo Ge pan y Melton (2007) calientan una mezcla de caseinato sodico
y lactosa a 60°C durante 96 horas a diferentes Aw, encontrando los mayores niveles de
formacion de furosina a Aw=67% tras 12 y 24 horas, y Aw=50% tras 96 horas.

También en los sistemas sélidos se obtuvieron incrementos en los valores de
furosina cuando se calientan proteinas lacteas y azucares, y los valores obtenidos
dependen de la temperatura, Aw, tipo y concentracion de azucares y proteinas
utilizadas.

I1V.3. Determinacion de lisina util

La determinacién de lisina es realizada mediante la separacion por HPLC del
derivado dinitrofenil-lisina (DNP-lisina), formado al reaccionar el grupo e—amino libre
de la lisina con 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (FDNB) y obtenido tras hidrdlisis acida.
Este derivado presenta una fuerte absorbancia UV/Vis, lo que permite su cuantificacion.

El método utilizado se basa en el método de Carpenter y Booth (1973), que
modificaron el de Carpenter (1960) con objeto de utilizarlo en muestras con azlicares
reductores. Otros métodos eliminan estos azucares. Asi, Tomarelli y col. (1985)
determinan lisina util en leche y férmulas para lactantes previa eliminacion de la lactosa
mediante dialisis. Cuando se quiere relacionar pérdida de lisina y dafio térmico en un
mismo producto sometido a diferentes tratamientos, puede evitarse la eliminacion de los
azucares al estar sometidas las muestras al mismo error. Asi, Albald-Hurtado y col.
(1997b), Ferrer y col. (2003), Guerra-Hernandez y col. (2002b) determinan la pérdida
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de lisina tras el almacenamiento de féormulas para lactantes; Fernandez-Artigas y col.
(1999b) durante el procesado de cereales infantiles y Rufian-Henares y col. (2006c) en
sistemas modelo que simulan féormulas infantiles y entérales.

IV.3.1. Estudios preliminares

El método utilizado para la determinacién de lisina util por HPLC, fue el
propuesto por Ramirez-Jimenez y col. (2004c) en cereales infantiles.

La precision del método fue realizada en una formula infantil comercial de
continuacion. La desviacion estandar fue 4,6% con una media de lisina ttil de 3,69
g/100g de proteina. El limite de deteccion (tres veces la sefial del ruido) para la formula
de continuacién fue 7,25 x 10 g/100 g de proteina. El limite de cuantificacion (diez
veces la sefial del ruido) fue 2,42 x 10 g/100 g de proteina.

1V.3.2. Determinacion de lisina util en muestras

Los resultados se expresan en mg/g de muestra con objeto de conocer el
contenido real de lisina en el producto y en g/100g de proteina para conocer la riqueza
de las distintas proteinas.

I1V.3.2.1. Ingredientes proteicos

La tabla II1.3.2.1-1 muestra el contenido de lisina 1til de los ingredientes
analizados. Los valores estdn comprendidos entre 1,85 g/100 g de proteina de la
hidrocaseina y 7,87 g/100 g de proteina del caseinato sédico. Existe una gran
variabilidad para el mismo tipo de proteinas, asi para las proteinas de soja el contenido
de lisina util oscila entre 3,73 y 5,15 g/100g de proteinas, entre 4,33 y 7,45 g/100 g de
proteina para las proteinas del lactosuero, entre 5,61 y 7,91 g/100g de proteina para las
caseinas y en las proteinas hidrolizadas 1,85 g/100 g de proteina para la hidrocaseina y
4,87 g/100g de proteina en la proteina de suero lacteo parcialmente hidrolizada.

La figura 26 muestra la correlacion obtenida entre lisina util y furosina para cada
tipo de ingredientes asi como la correlacion global. De forma global no se encontraron
correlaciones entre lisina til y furosina (= 0,099). Sin embargo por tipo de
ingredientes un alto contenido en lisina se asocid con un mayor contenido de furosina,
principalmente en muestras de caseina (r’=0,996). Una menor correlacion fue obtenida
en las proteinas de suero lacteo y de soja, lo que puede explicarse por la diferente
concentracion de azucares de las mismas.

Lactosueros con el mismo contenido en lisina (E-300 y PSL) mostraron
diferentes valores en furosina, los cuales fueron mas altos cuando el contenido de
azucares (lactosa) fue mayor. Los lactosueros 1 y PSLBL con contenidos similares de
proteina pero diferente en azucares mostraron los contenidos mas altos de furosina,
siendo mayores cuanto mayor fue el contenido de azucares (lactosa), sin embargo
también presentaron los contenidos de lisina més altos. Lactosueros 2 y 3 con contenido
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similar de azucares y proteinas mostraron valores muy diferentes de furosina, siendo
mayor en este ultimo, lo que podria indicar un tratamiento térmico diferente y mas
dréstico, o ser debido al mayor contenido de lisina del lactosuero 3.

En general a mayor contenido de lisina mayor cantidad de furosina, sin ser esto

indicativo de menor valor nutricional, ya que aunque parte de la lisina este bloqueada la
cantidad de lisina util que permanece es muy elevada.

Figura 26: Correlacion entre lisina ttil y furosina.
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El contenido de furosina de las muestras es utilizado habitualmente para estimar
el porcentaje de lisina bloqueada, siguiendo la formula de Finot y col. (1981) adaptada
por Evangelisti y col. (1999) para muestras similares a las del presente estudio (%
bloqueado= (3,1 x furosina x 100) x 0,8/ (lisina por cromatografia + 1,86 x furosina).
Aplicando la formula en las muestras de este trabajo se obtienen porcentajes de lisina
bloqueada de 1,0, 1,9, 17 y 39 para el CC 2, CC 1, lactosuero 1 y PSLBL
respectivamente. Esta férmula es util cuando la reaccion de Maillard no estad avanzada,
caso de los caseinatos, pero puede no serlo en proteinas del lactosuero ya que los altos
valores de furosina pueden indicar no solo generacion sino degradacion; en este caso la
cantidad de lisina bloqueada sera superior.

El porcentaje de lisina bloqueada en el Lactosuero 1 y PSLBL fue
aproximadamente 17% y 39%, respectivamente. Esto no es util en muestras con altos
niveles de furosina cuando la reaccion de Maillard esta avanzada (presencia de
pirralina), ya que habria mas lisina bloqueada que la estimada por la formula. Los
porcentaje de lisina bloqueada en las muestras CC 1 y CC 2 fueron aproximadamente
1,9% y 1,0%, respectivamente, por lo que furosina puede ser usada como un indicador
de lisina bloqueada en este tipo de muestras.

Morgan y col. (2005) estudian las etapas iniciales de reaccion de Maillard en un
sistema modelo lactosa-proteina del suero encontrando un porcentaje inicial de lisina
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bloqueada de aproximadamente 4%. Rufidn-Henares y col. (2006¢) encuentran
similares contenidos de lisina util a los del presente trabajo en sistemas modelo
preparados con caseina, proteina del suero obtenida en laboratorio y proteina de suero
comercial.

1V.3.2.2. Formulas infantiles

a) Procesado

Los contenidos de lisina util durante la elaboracion de las formulas infantiles de
la planta industrial y piloto se observan en la tabla I11.3.2.2-1.

Formula A

En la planta industrial se observaron perdidas estadisticamente significativas
(p<0,05) entre el punto inicial y final, con valores de 6,32 y 4,88 g/100g de proteina
respectivamente. En la planta piloto las perdidas también fueron estadisticamente
significativas (p<0,05) con un contenido inicial y final de 6,8 a 5,8 g/100 g de proteina
respectivamente. La pérdida de valor nutricional durante el procesado fue del 15% y del
23% para las formulas elaboradas en planta piloto e industrial respectivamente.

Formula B

El comportamiento de la lisina util en estas férmulas fue similar al obtenido en
la formula A, aunque las perdidas fueron ligeramente inferiores (21% y 10% para la
planta industrial y piloto respectivamente).

Formulas Cy D

Las perdidas obtenidas entre los puntos inicial (mezcla de ingredientes) y final
(atomizacién) en la formula C (con maltodextrina) fueron estadisticamente
significativas (p<0,05) y similares para las plantas industrial y piloto (préximas al 16%).
Las perdidas obtenidas en la formula D (con lactosa), también fueron estadisticamente
significativas (p<0,05) y proximas al 15%.

Las pérdidas de lisina en formulas preparadas con proteinas intactas (A y B)
fueron mas altas en la planta industrial que en la planta piloto, mientras que en las
formulas con proteinas parcialmente hidrolizadas (C y D) no se observaron diferencias
entre plantas.

Las pérdidas de lisina fueron inversamente proporcionales a los incrementos en
furosina con correlaciones altas, siendo significativas (p<0,05) solo en las formulas B y
D elaboradas en planta piloto (tabla 1V.3.2.2-1). Sin embargo, debido a que la furosina
es mas sensible a los cambios, comparada con la lisina util, furosina seria el indicador
que permitiria a la industria controlar cambios sutiles producidos por los diferentes
tratamientos térmicos.
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Tabla IV.3.2.2-1: Correlacion entre lisina util y furosina durante las diferentes etapas
del procesado.

Formula- A-PI A-PP B-PI B-PP C-PI C-PP D-PP
Planta
r 0,9518 | 0,9483 | 09577 | 0,9949* 0,7619 | 0,7383 | 0,9992*
* Nivel de significancia (P<0,05)
n=3

En la bibliografia se han encontrado perdidas similares de lisina util en formulas
infantiles, asi Rossi y Pompei (1991) encuentran perdidas de lisina util entre 18,4 y
26,3% en formulas infantiles liquidas tras diferentes tratamientos térmicos
(pasteurizacion, UHT, y esterilizacion). Anantharaman y Finot (1993) indican pérdidas
entre 5 y 10% durante el secado por atomizacion, siendo del 14% las halladas por El y
Kavas (1997). Ferrer y col. (2000) hallan pérdidas significativas (p<0,05) alrededor del
20% en formulas de inicio y continuacion (de 8,36 g/100g de proteina en la leche cruda
a 6,67 y 6,61 g/100g de proteina en la formula elaborada). Sin embargo Puig y col.
(2003) no observaron diferencias significativas en los niveles de lisina util entre los
diferentes tratamientos térmicos (secado por atomizacidn, esterilizacion convencional
en botella y UHT) en férmulas infantiles preparadas con leche de vaca.

b) Conservacion

Los contenidos de lisina util de las formulas elaboradas en planta industrial y piloto
conservadas durante 24 meses se observan en las tablas 111.3.2.2-2 a 111.3.2.2-5.

Formula A

Las formulas elaboradas en planta industrial mostraron descensos significativos
de lisina desde el tercer mes, solo a 30°C. Desde el sexto mes, los descensos también
fueron significativos (p<0,05) a 20°C, necesitdndosel5 meses para observarlos a 4°C.
Tras 15 meses de conservacion las pérdidas fueron de 14% a 4 y 20°C y 19% a 30°C.
Las pérdidas de lisina tras 24 meses a 30°C fueron de 49%.

Cuando comparamos el mismo mes las perdidas también fueron significativas
(p<0,05) entre las diferentes temperaturas, excepto a 15 meses entre 4 y 20°C.

Durante la conservacion de las férmulas elaboradas en planta piloto se
observaron pérdidas significativas de lisina (p<0,05) desde los 3 meses a 20 y 30°C.
Entre 3 y 6 meses de conservacion las pérdidas fueron muy pequeias (tabla I11.3.1.2-2).
Sin embargo tras 15 meses de conservacidon se observaron pérdidas significativas
(p<0,05) la cuales estuvieron entre 17% y 29% para las tres temperaturas estudiadas,
siendo superiores a las obtenidas en la planta industrial. Las pérdidas de lisina util tras
24 meses de conservacion a 30°C fueron de 52%.

Las correlaciones inversas obtenidas entre tiempo de conservacion y lisina util

en las diferentes temperaturas estudiadas fueron superiores a 0,93 () y estadisticamente
significativas (p<0,05) a 30°C tanto en planta industrial como piloto (tabla 1V.3.2.2-2).
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Tabla 1V.3.2.2-2: Correlacion inversa entre tiempo de conservacion y lisina util.

T* (°C) | Tiempo Formulas
(meses)
A B D
PI PP PI PP PI PP PP
4! 15 0,973 0,764 0,891 0,924 0,899 0,606 0,730
20° 15 0,734 | 0,614 0,732 0,929* | 0,927* 0,670 0,867
30° 24 0,934* | 0,949* | 0,859* | 0,939* | 0,998* | 0,895* | 0,756

* Nivel de significancia (P<0,05)
L, n=3; 2, n=4; 3 n=5

Formula B

Para las formulas elaboradas en planta industrial las pérdidas de lisina fueron
significativos (p<0,05) desde los 3 meses de conservacion (tabla II1.3.2.2-3). Entre
temperaturas los perdidas fueron significativos para todos los tiempos excepto a 6
meses en las 3 temperaturas estudiadas y tras 15 meses entre 4 y 20°C. Tras 15 meses
las pérdidas fueron proximas al 25% a 4 y 20°C, y 31% a 30°C. Las pérdidas de lisina
util tras 24 meses de conservacion a 30°C fueron de 42%.

En las formulas elaboradas en planta piloto las pérdidas fueron significativas
(p<0,05) desde los 6 meses de conservacion (tabla I11.3.2.2-3). Entre temperaturas se
obtuvieron pérdidas significativas (p<0,05) a los 15 meses de conservaciéon. Tras 15
meses las perdidas estuvieron entre 22%, 27% y 32% a 4, 20 y 30°C respectivamente;
similar a lo obtenido en la planta industrial (tabla II1.3.2.2-3). Las pérdidas de lisina util
tras 24 meses a 30°C fueron de 46% (tabla I11.3.2.2-3).

Para la planta piloto la correlacion inversa obtenida entre tiempo de
conservacion y lisina util fue superior a 0,92 () para las tres temperaturas estudiadas
(tabla 1V.3.2.2-2). Las correlaciones fueron estadisticamente significativas (p<0,05) a
30°C en la planta industrial y piloto, y a 20°C solo en la planta piloto.

En las formulas A y B elaboradas con proteinas intactas las pérdidas son
similares tras 2 afios de conservacion a 30°C. Estas formulas son elaboradas con
diferentes tipos de carbohidratos (maltodextrinas y lactosa), y con diferentes tipos de
proteinas del suero. Este comportamiento se corresponde con el observado durante el
proceso de elaboracion en planta industrial y piloto, donde las perdidas en ambas
formulas fue similar.

Aunque siempre se producen perdidas de lisina durante la conservaciéon en las
temperaturas estudiadas, estas pérdidas son pequenas a 4°C, por lo que seria
conveniente mantener las formulas a temperatura de refrigeracion. Cuando la
conservacion se realiza por largos periodos (15 meses) las perdidas obtenidas son
bastante similares a 4 y 20°C. En ningun caso se debe exceder esta temperatura ya que
las pérdidas se hacen notables a 30°C.
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Los requerimientos nutricionales de lisina para los niflos de 0 a 6 meses de edad
son de 107 mg/kg/dia (DRIs. 2002). Un nifio de 1 a 2 semanas con un peso aproximado
de 3,30 kg requiere 353,1 mg de lisina por dia, siendo el consumo diario de formula
para el mismo periodo de 77,4 gramos. Para un nifio de 3 meses con un peso medio de 5
kg las necesidades de lisina son de aproximadamente 535 mg/dia. La formula infantil A
donde el consumo de formula asciende a 150 g/dia y el contenido inicial de lisina util es
de 5000 y 5870 mg/100g de proteina para la planta industrial y piloto respectivamente
cubren las necesidades del nifio ya que al menos es necesario proporcionarles 3200
mg/100 g proteina aproximadamente. Como podemos observar, las necesidades del nifio
son cubiertas en todos los tiempos y temperaturas ensayadas, excepto en las formulas
conservadas durante 24 meses a 30°C (tabla I11.3.2.2-2). En nifios de 7 a 12 meses los
requerimientos nutricionales de lisina son de 89 mg/kg/dia (DRIs. 2002). Tomando
como referencia un nifio de 12 meses con un peso aproximado de 9 kg, el requerimiento
de lisina seria de 801 mg/dia. En el caso de la formula B (de continuacion) donde los
contenidos iniciales de lisina util son de 6440 y 5950 mg/g de proteina para la planta
industrial y piloto respectivamente, y donde el consumo de formula asciende a 125
mg/dia, los requerimientos del nifio son cubiertos satisfactoriamente, ya que como
minimo es necesario proporcionarles 5300 mg/100 g de proteina aproximadamente. Las
necesidades del nifio son cubiertas Unicamente durante los tres primeros meses de
conservacion en todas las temperaturas estudiadas para ambas plantas (tabla I11.3.2.2-3).

Formulas Cy D

Las perdidas en lisina util de la formula C planta industrial solo fueron
significativos (p<0,05) desde los 15 meses de conservacion a 4 y 20°C y desde el sexto
mes a 30°C (taba II1.3.2.2-4). Tras 15 meses las perdidas en lisina til para las 3
temperaturas estudiadas fueron proximas al 25%. Entre temperaturas para los mismos
tiempos de conservacion solo se observaron descensos significativos (p<0,05) a 30°C,
excepto tras 15 meses entre 20 y 30°C.

La formulas C elaborada en planta piloto mostro perdidas de lisina Ttil
estadisticamente significativas (p<0,05) desde el tercer mes (perdidas proximas al 15%)
y continuo hasta los 6 meses de conservacion (proximas al 25%). Tras 15 meses de
conservacion solo se observaron descensos significativos a 30°C, los cuales fueron mas
notables a los 24 meses.

Las pérdidas de lisina 1til obtenidas en las formulas elaboradas en planta
industrial durante los primeros meses de conservacion son mas bajas que las obtenidas
en planta piloto, aunque tras 15 meses son similares, alcanzando pérdidas de 40% tras
24 meses a 30°C. Las correlaciones inversas obtenidas entre perdidas de lisina ttil y
tiempo de conservacion fueron altas y significativa (p<0,05) para la planta industrial a
20 y 30°C y para la planta piloto solo a 30°C (tabla IV.3.2.2-2).

En la formula infantil D solo se observaron descensos significativos (p<0,05)
tras 24 meses de conservacion a 30°C, alcanzando unas pérdidas de lisina util proximas
al 37% (tabla I11.3.2.2-5). Las correlaciones obtenidas entre perdidas de lisina y tiempo
de conservacion fueron buenas (r*>0,73) aunque en ningln caso fueron significativas
(tabla 1V.3.2.2-2).
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Las pérdidas de lisina 1til obtenidas en la formula D planta piloto elaborada con
lactosa fueron mas bajas que las obtenidas en la formula C planta piloto elaborada con
maltodextrinas. Este comportamiento es diferente al observado durante el procesado,
donde la mayores pérdidas se obtuvieron en la formula D.

Las formulas infantiles elaboradas con proteinas hidrolizadas (C y D) tuvieron
pérdidas de lisina ligeramente menores tras 2 afios de conservacion a 30 °C, que las
obtenidas en las formulas A y B elaboradas con proteinas intactas.

Las pérdidas de lisina obtenidas a largo plazo fueron bastante similares para las
formulas infantiles almacenadas a 4 y 20°C, por lo que solo se tendria una pequeia
mejora con la refrigeracion.

Se obtuvo una alta correlacion inversa entre lisina 0til y furosina durante la
conservacion a 30°C para todas las formulas en ambas plantas (tabla 1V.3.2.2-3),
excepto en la formula A planta industrial donde se observaron descensos de furosina
tras largos periodos de conservacion; sin embargo si se omiten los valores tras 24 meses
de conservacion la correlacion es de 0,999.

Table IV.3.2.2-3: Correlacion entre lisina util y furosina durante la conservacion a 4, 20

y 30°C.
T (°C) Foérmulas
A B C D
PI PP PI PP PI PP PP
4! 1,000* | 0,306 | 0,995*% | 0,944 | 0478 | 0,656 | 0,275
207 0,622 | 0,979* | 0,946* | 0,878 | 0,649 | 0,920* | 0,962*
30° 0,476 |0,990* | 0,931* | 0,793* | 0,902* | 0,913* | 0,727

* Nivel de significancia (P<0,05)
L, n=3; 2, n=4; 3. n=5

En la bibliografia se encuentran perdidas muy variables dependiendo del tipo de
formula, temperatura y tiempo de conservacion, asi Guerra-Hernandez y col. (2002b)
encuentran perdidas de lisina util de hasta 8,9% en formulas infantiles conservadas
durante 90 dias a 20°C y de hasta 88,3% cuando las formulas infantiles fueron
conservadas a 55°C durante 90 dias en atmosfera de nitrdgeno. En las formulas
infantiles conservadas a 20°C las pérdidas son similares a las obtenidas en este estudio
para la misma temperatura y tiempo de conservacion. Ferrer y col. (2003) encuentran
pérdidas de entre 20 y 49% para formulas adaptadas y de continuacion cuando se
conservan a 20 y 37°C durante 24 meses, valores también proximos a los hallados en el
presente trabajo.

¢) Conservacion Aw 0,65

Los contenidos de lisina util durante la conservacion de las formulas a Aw 0,65 a
20 y 30°C se observa en las tablas 111.3.2.2-6 a 111.3.2.2-9.
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Formula A

Las pérdidas de lisina util obtenidas (tabla II1.3.2.2-6) en ambas plantas
(industrial y piloto) entre el punto inicial, primera y cuarta semana de conservacion
fueron estadisticamente significativas (p<0,05) para las 2 temperaturas ensayadas (20 y
30 °C).

Las pérdidas de lisina 1til obtenidas en las formulas de la planta industrial
fueron ligeramente superiores a las obtenidas en las formulas de la planta piloto, siendo
de 62 y 57% tras 4 semanas de conservacion a 30°C respectivamente.

A 30°C y Aw 0,65 se necesita mas de 1 semana y menos de 4 para alcanzar las
mismas pérdidas obtenidas tras 24 meses de conservacion a actividad de agua propia del
producto. La correlacién inversa obtenida entre lisina util y tiempo de conservacion
estuvo entre 0,664-0,910 (). No se obtuvieron cambios estadisticamente significativos
(p<0,05), probablemente debido al bajo nimero de puntos analizados (punto 0, 1 y 4
semanas) (tabla IV.3.2.2-4).

Tabla IV.3.2.2-4: Correlaciones (1) entre tiempo de conservacion a Aw 0,65
y lisina util.

T°(°C) Tiempo Formulas
(semanas)
A B C D
IP PP IP PP IP PP PP
20’ 4 0,664 | 0910 | 0,624 | 0,815 | 0,853 0,958 0,874
3101 4 0,698 | 0,857 | 0,694 | 0,509 | 0,656 0,594 0,481
:n=3

No hay ninguna significacioén

Formula B

Las pérdidas de lisina tutil obtenidas (tabla II1.3.2.2-7) en ambas plantas
(industrial y piloto) entre el punto inicial, primera y cuarta semana de conservacion
fueron estadisticamente significativas (p<0,05) para las 2 temperaturas ensayadas (20 y
30°C). Las pérdidas de lisina 1til obtenidas tras la primera semana de conservacion a 20
y 30°C fueron similares en las dos plantas (PI y PP). Tras cuatro semanas las perdidas a
20°C fueron mayores en la planta piloto y a 30°C fueron superiores en la planta
industrial.

Tras 4 semanas de conservacion a 20°C se obtienen al menos las mismas
pérdidas de lisina alcanzadas a 30°C en la primera semana para ambas plantas
(industrial y piloto). Esto mismo se observé en la formula A.

A 30°C y Aw 0,65 se necesitan 4 semanas para alcanzar las mismas perdidas de

lisina util obtenidas tras 24 meses de conservacion a Aw propia del producto. La
correlacion inversa obtenida entre lisina util y tiempo de conservacion estuvo
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comprendida entre 0,509-0,815 y no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (tabla IV.3.2.2-4).

Formula Cy D

A 20 y 30°C se obtuvieron pérdidas significativas (p<0,05) en ambas férmulas
infantiles (PI y PP) entre el punto inicial, primera y cuarta semana, excepto a 30°C para
la formula D entre la primera y cuarta semana (tablas I11.3.2.2-8 y 111.3.2.2-9).

Las pérdidas de lisina util en la formula C planta industrial fueron ligeramente
mas altas que las obtenidas en la planta piloto. Tras 4 semanas a 30°C las perdidas
estuvieron entre 34 y 42% para la planta piloto e industrial respectivamente, siendo mas
bajas que las obtenidas en las formulas elaboradas con proteinas intactas.

Tras 4 semanas de conservacion a 20°C se obtuvieron casi las mismas perdidas
de lisina util que las alcanzadas en la primera semana a 30°C en ambas plantas
(industrial y piloto) para las dos férmulas hidrolizadas (C y D), aunque desde esta
semana los cambios no fueron muy altos en las férmulas C y D de la planta piloto. A
30°C y Aw 0,65 se necesitaron entre 1 y 4 semanas para alcanzar las mismas perdidas
de lisina 1til que las obtenidas tras 24 meses de conservacion a Aw propia del producto
para todas las formulas hidrolizadas.

Si comparamos las formulas C y D, elaboradas en planta piloto con la misma
proteina pero con diferentes carbohidratos (maltodextrinas y lactosa respectivamente)
observamos que tienen un contenido inicial de lisina similar; de igual manera las
pérdidas son similares aunque ligeramente mas altas para la formula D.

Tras 4 semanas a Aw 0,65 y 30°C, las formulas infantiles que perdieron un
mayor porcentaje de lisina 1til fueron la formula A en ambas plantas, seguida por las
formulas B y C planta industrial, y B y C planta piloto. A Aw propia del producto las
formulas que perdieron mas lisina fueron las elaboradas con proteinas intactas y las que
menos las elaboradas con proteinas parcialmente hidrolizadas. Probablemente en las
formulas hidrolizadas al existir mas aminoacidos libres la lisina sea menos reactiva.

Malec y col. (2002) también encuentran perdidas altas y proximas al 60% en
sistemas modelo lactosa-caseina conservadas a 37°C durante 800 horas
aproximadamente (4,76 semanas), a Aw 0,69; estas pérdidas son muy altas y similares a
las obtenidas en nuestra formula A tras 4 semanas de conservacion a 30°C y Aw 0,65.
Ge pan y Melton (2007) encuentran las mayores pérdidas de lisina (proximas al 4 %)
tras calentar una mezcla seca de caseinato sodico-lactosa durante 96 h a 60°C y HR
entre 67y 75 %.

Los resultados obtenidos durante la conservacion bajo condiciones aceleradas
confirman los obtenidos durante la conservacion normal, mayor pérdida de lisina en
formulas elaboradas con proteinas intactas. Ademas las perdidas obtenidas entre la 1 y 4
semanas de conservacion son similares a las obtenidas tras 24 meses a 30°C, lo que
puede ser de gran utilidad a la industria como control nutricional y tiempo de caducidad.
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1V.3.2.3. Formulas infantiles comerciales

Los valores de lisina 1til estuvieron entre 2,28 y 4,44 g/100 g de proteina (tabla
I11.3.2.3-1) para la formula infantil 13 elaborada con proteinas séricas hidrolizadas y la
formula infantil 8 elaborada con leche desnatada. La mayoria de las formulas (64%)
presentan valores superiores a 4,00 g/100 g de proteina, siendo principalmente las
formulas con proteinas parcialmente hidrolizadas y con proteina aislada de soja las que
mostraron valores inferiores. Todas las formulas comerciales presentaron valores de
lisina 1til inferiores a las formulas A, B, C y D.

Los requerimientos nutricionales de lisina para los niflos de 0 a 6 meses de edad
son de 107 mg/kg/dia (DRIs. 2002). Para un nifio de 3 meses el consumo de formula
asciende a 150 g/dia y en este caso las necesidades de lisina serian aproximadamente
535 mg/dia. Todas las formulas de inicio analizadas excepto la formula 13 (344 mg de
lisina/dia) con proteinas parcialmente hidrolizadas cubren con creces las necesidades del
niflo ya que proporcionan entre 604 y 751 mg de lisina/dia para la formulas 10 y 8
respectivamente, preparadas segun indica la etiqueta, para un nifio de 3 meses. Los
requerimientos para los nifios de 7 a 12 meses son de 89 mg/kg/dia (DRIs. 2002).
Tomando como referencia un nifio de 12 meses con un peso medio de 9 kg, el
requerimiento de lisina seria de 801 mg/dia. En el caso de las formulas de continuacion
solo las IFs 2 y 3 cubren los requerimientos para un nifio de 12 meses (975 y 922 mg de
lisina/dia respectivamente). En las demas formulas de continuacion preparadas segin
indica la etiqueta los aportes de lisina/dia estan entre 501 y 658 mg para las formulas 6
y 9 respectivamente. Hay que indicar que para un nifio de 12 meses las formulas
infantiles no son el Unico alimento.

Los datos encontrados en la bibliografia son muy variables, asi Ferrer y col.
(2000) en férmulas adaptadas y de continuacion encuentran valores de 6,67 y 6,61
g/100 g de proteina respectivamente. Pereyra-Gonzales y col. (2003) en diferentes
formulas infantiles comerciales en polvo, elaboradas con proteinas aisladas de soja,
caseina, leche, leches enriquecidas con suero y leche de vaca, hallan valores entre 3,3-
5,2; 4,13-7,0; 6,2-8,11; 5,4-7,8 y 8,04 g/100 g de proteina respectivamente. Por ultimo
Ferrer y col. (2003) analizan férmulas de inicio y continuacion elaboradas con proteinas
lacteas, encontrando valores de lisina 1util entre 8,43 y 7,9 g/100 g de proteina
respectivamente, valores muy superiores a los obtenidos por nosotros.

IV.3.2.4. Sistemas modelo

El contenido de lisina util fue determinado después del analisis de furosina, por
lo que solo fueron analizados los sistemas modelo que presentaron mayores incrementos
de este indicador: FOS-Hidrocaseina, MDX-CC 2, MDX- Hidrocaseina, LAC-PSL,
LAC-CC 2, LAC- Hidrocaseina, MDX-PSLBLPH y LAC-PSLBLPH en el punto inicial
y tras calentamiento a 100°C/10 min (tabla I11.3.2.4-1).

Sistemas modelo FOS

El sistema modelo FOS-Hidrocaseina present6 un 3,2% de pérdida de lisina con
respecto al punto 0 tras 10 minutos de calentamiento a 100°C, lo que no se corresponde
con los incrementos tan pequefios de furosina (4 mg/100 g de proteina). Como se ha
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comentado anteriormente (apartado IV.2.2.4.) la fructosa presente en los FOS no es
precursor de furosina, la cual es generada por las pequenas cantidades de lactosa
presente en los ingredientes. La absorbancia a 284 nm (tabla IV.2.2.4-3) muestra la
reactividad de la fructosa y por tanto este azicar puede ser el responsable de las
pérdidas de lisina observadas.

Sistemas modelo con maltodextrinas

En el sistema modelo MDX-CC 2 las pérdidas de lisina tras 10 minutos de
calentamiento a 100°C fueron del 5% para un incrementos en furosina de 39 mg/100 g
de proteina. El sistema modelo MDX-Hidrocaseina mostrd una pérdida de lisina similar
al anterior sistema, proxima al 6%, con un incremento en furosina de 32 mg/100g de
proteina. Comparando con el sistema modelo FOS-Hidrocaseina se observa que las
pérdidas son aproximadamente el doble cuando se emplea maltodextrina, lo cual es
logico debido al mayor poder reductor de esta. La perdida de lisina en el sistema modelo
MDX-PSLBLPH fue del 8,4%. En este sistema y para el mismo tiempo y temperatura
(100°C/10 min) el incremento obtenido de furosina con respecto al punto inicial fue de
126 mg/100g de proteina.

Sistemas modelo con lactosa

Las perdidas de lisina en el sistema modelo LAC-PSL fueron pequeias (1,75%).
El comportamiento de la furosina fue similar ya que solo a esta temperatura y tiempo
(100°C/10 min) fue cuando se obtuvieron cambios significativos con respecto al punto
inicial. En el sistema modelo LAC-CC 2 a diferencia de lo observado en el sistema
anterior, la perdida de lisina fue muy superior (18,6 %) al igual que los incrementos en
furosina (10 veces) tras 100°C/10 min. Si se compara con el sistema modelo MDX -CC
2, se observa claramente la mayor pérdida de lisina cuando el carbohidrato utilizado es
la lactosa ya que aunque la concentracion de lactosa sea el doble que la de
maltodextrina las pérdidas fueron casi 4 veces menores en este ultimo sistema. En el
sistema modelo LAC-Hidrocaseina las pérdidas fueron del 7 %, ligeramente superiores
a las del sistema modelo MDX -Hidrocaseina y aproximadamente el doble de las
obtenidas en el sistema modelo FOS-Hidrocaseina. Los resultados obtenidos en los
sistemas LAC-CC 2 y LAC-Hidrocaseina se corresponden con los de furosina ya que es
en estos sistemas modelo donde se obtuvieron los mayores incrementos. La mayor
reactividad del CC 2 con respecto a la hidrocaseina se puede explicar por el mayor
contenido en lisina 1til en este ingrediente (tabla II1.3.1.1-1). En el sistema modelo
LAC-PSLBLPH se obtuvo una pérdida del 8,7%. Para el mismo tiempo y temperatura
el incremento obtenido de furosina tras 100°C/10 min con respecto al punto inicial fue
de 252 mg/100g de proteina. Las pérdidas de lisina son ligeramente superiores en este
sistema que las obtenidas en el sistema MDX-PSLBLPH, lo que es logico pues el
sistema elaborado con lactosa también presento mayor incremento en furosina.

Aunque se observa descenso de lisina 1til en todos los sistemas estudiados, este
indicador no presenta la misma sensibilidad que la furosina, por lo que este ultimo seria
el indicador de eleccion.

Los datos recogidos en la bibliografia muestran perdidas en lisina Util muy

variables dependiendo del ingrediente, concentracion y temperaturas utilizadas, asi
Morales y Jiménez (2000) en sistemas modelo de caseinato sddico-lactosa calentados a
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110-150°C por tiempos superiores a 30 min, encuentran perdidas de aproximadamente
1% tras 10 min/110°C y 18% tras 10 min/150°C. Rufidn y col. (2006¢) en sistemas
modelo que simulan formulas infantiles, elaborados con caseina, suero lacteo, lactosa o
maltodextrinas, calentados a 100, 120 y 140°C durante 30 minutos, hallan mayores
pérdidas, entre 0,5 y 8,6 % para un sistema elaborado con lactosuero obtenido en
laboratorio-maltodextrina 'y un sistema con lactosuero comercial-lactosa
respectivamente. Estos autores encuentran mayores pérdidas en los sistemas modelo que
contenian lactosa.

IV.4. Determinacion de pirralina

La determinacion de pirralina, denominada también como €-pirrol-lisina,
lisilpirralina o lisilpirrolaldehido, ha sido propuesta para evaluar la extension de la
reaccion en alimentos tratados a alta temperatura y/o en alimentos de larga
conservacion. Este compuesto puede determinarse de forma libre o unida a proteinas. El
contenido de pirralina encontrado en los alimentos es muy bajo y por ello su utilizacién
€s aun escasa.

IV.4.1. Estudios preliminares

La pirralina fue determinada siguiendo el método propuesto por Morales y Van
Boekel (1996) y cuantifica la pirralina unida a proteinas. Cuando este método se aplicd
a formulas entérales, muestras con ingredientes proteicos similares a los empleados en
las férmulas infantiles, la desviacion estandar fue de 3,33% y el limite de deteccion fue
0,9 mg/100g de proteina determinado como dos veces la sefal del ruido (Rufian-
Henares y col. 2004b).

I1V.4.2. Determinacion de pirralina en muestras

La pirralina analizada en muestras corresponde a la que se encuentra unida a
proteinas.

IV.4.2.1. Ingredientes proteicos

La pirralina es un indicador de las tltimas etapas de la reaccion de Maillard, y
solo fue detectada en el lactosuero 1 (41,4+0,41 mg/100g de proteina) (Contreras-
Calderdn y col., 2008). Este lactosuero presentd valores de furosina superiores a 1000
mg/100 g de proteina. Rufian-Henares y col. (2004b) estudian el contenido de pirralina
en sistemas modelo de caseina y proteina del suero, detectando pirralina solo en el
sistema con proteina del suero, el cual también present6 valores de furosina superiores a

200



Discusion

1000 mg/100g de proteina. Hegele y col. (2008) encuentran valores de pirralina unida a
proteina entre 0,59 y 0,80 mg/100 g de proteina en leche de vaca cruda.

1V.4.2.2. Formulas infantiles

a) Procesado

No se detectd pirralina en ninguna de las formulas; sin embargo previamente
nuestro grupo de investigacion encontré pirralina en proteinas del suero y formulas
entérales preparadas con ingredientes similares a los usados en formulas infantiles
(Rufian-Henares y col., 2004b).

La ausencia de pirralina indica que la reaccion de Maillard no esta en etapas
avanzadas. Por lo tanto, furosina puede ser usada como medida Unica de dafio térmico,
sin necesidad de otros indicadores.

Hegele y col. (2008) estudian el avance de la reaccion de Maillard durante el
procesado de leche de vaca, encontrando valores de pirralina de 0,64, 0,58 y 0,77
mg/100 g de proteina en leche pasteurizada, desnatada y UHT respectivamente. Estos
mismos autores también determinan pirralina unida a proteina en leche condensada y
leche semidescremada encontrando valores de 13,4 y 0,75 mg/100 g de proteina
respectivamente.

b) Conservacion

Pirralina solo fue detectada (y confirmada por diodo array) en la formula A
planta industrial conservada a 30°C tras 12 y 24 meses en cantidades muy bajas (6,46 y
6,50 mg/100 g de proteina respectivamente).

¢) Conservacion Aw 0,65

Pirralina solo fue detectada (y confirmada por diodo array) en la formula A
planta industrial conservada a 30°C durante 4 semanas, con valores similares (6,73
mg/100 g de proteina) a los obtenidos en la conservacion a Aw propia del producto tras
24 meses de conservacion a 30°C. En esta formulas el valor de furosina descendio,
luego la presencia de pirralina indica el avanzado estado de la reaccion de Maillard, por
lo que furosina carece de utilidad.

Son escasos los datos de pirralina en la conservacion de alimentos, asi Rufian-
Henares y col. (2004b) conservan 2 formulas entérales liquidas preparadas con proteinas
de suero y lactosa o maltodextrina a 30 y 56°C durante 36 semanas, encontrando valores
iniciales de pirralina de 49,5 y 34,4mg/100 g de proteina respectivamente y obteniendo
valores méaximos de 78,4 mg/100 g de proteina tras 12 semanas a 55°C para la formula
con lactosa y 49,6 mg/100 g de proteina tras 36 semanas a 30°C en la formula con
maltodextrina.
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IV.4.2.3. Sistemas modelo

Tras el andlisis de furosina solo se estudio el contenido de pirralina en el sistema
MDX-PSLBL calentado a 100°C durante 10 minutos. Pirralina fue detectada y
confirmada por diodo array, obteniendo un valor proximo a 4 mg/100 g de proteina.

Morales y Van Boeckel, (1996) estudian pirralina en sistemas modelo liquidos
de caseinato de sodio con glucosa y lactosa calentados a 110 y 150 °C durante 30 min,
encontrando valores de 57,1 pmol/l (14,52 mg/l) y 31,6 umol/l (8,04 mg/l)
respectivamente. Rufian-Henares y col. (2004b) encuentran valores iniciales de pirralina
de 41 mg/100 g de proteina en dos SM que simulan formulas enterales elaborados con
proteinas del suero, lactosa o maltodextrinas, alcanzando valores de 60 y 62 mg/100 g
de proteina respectivamente para los dos sistemas calentados a 120°C durante 10 min.
Estos valores son muy superiores al obtenido por nosotros y puede ser debido a que
parten de ingredientes muy dafados en donde ya hay presencia de pirralina.

En anteriores trabajos (Rufian-Henares y col. 2004b) nuestro grupo de
investigacion ha estudiado la generacion de pirralina comparando sistemas modelo
elaborados con diferentes ingredientes proteicos (caseinatos, lactosueros con bajo y alto
dafio térmico (mas de 1000 mg de furosina/100 g de proteina)) obteniéndose sélo
pirralina en el lactosuero de alto dafio térmico. En este estudio se corrobora que solo
ingredientes de alto dafio térmico, que son utilizados por la industria elaboradora de
formulas infantiles, son capaces de generar pirralina en condiciones de procesado
drasticas. Bajo estas condiciones la reaccion de Maillard no puede ser seguida mediante
un indicador tan sensible como la furosina, ya que en estos momentos su concentracion
decrece.

El valor nutricional medido como lisina 1til fue igual en la formula A que en la
B que no tenia pirralina.

La medida de pirralina es tediosa, bastante costosa y requiere de un detector de
diodo array para confirmar su presencia por lo que se propone que solo se realice si los
valores de furosina son superiores a 1000 mg/100 g de proteina.

IV.5. Sintesis y determinacién de N°-carboximetillisina (CML)

CML puede ser formada por oxidacion de la fructosillisina (Ahed y col., 1986),
0 por reaccion entre ascorbato y proteinas bajo condiciones de auto oxidacién (Dunn y
col., 1990). También puede ser formada del metilglioxal, un producto de la
peroxidacion lipidica (Fu y col., 1996), asi como del glyoxal, un producto de la
autooxidacion de los azucares (Wolff 'y Dean, 1987; Wells-Knecht y col., 1995).

CML también es formada en vivo; esto ha sido observado al acumularse con la

edad en las proteinas del cristalino humano y en el coldgeno de la piel (Dunn y col.,
1991; Dunn y col., 1989; Dyer y col., 1993), y ha sido implicado en la fisiopatologia de
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varias enfermedades degenerativas (Vlassara y col., 1994; Vlassara, 1997; Vlassara y
col., 2002; Sell y col., 2000; Makita y col., 1991).

Actualmente la CML se encuentra disponible en el comercio con una pureza del
99%, sin embargo al momento del inicio del presente trabajo no era comercializada por
lo que fue necesaria su sintesis. La sintesis del compuesto se realizd siguiendo el
método de Liardon (1987). La identidad del mismo fue confirmada por RMN de
protones (figura 5), carbonos (figura 6) y por espectrometria de masas de alta resolucion
empleando la técnica de ionizacion FAB' (figura 7). La pureza (5%) fue confirmada por
comparacion con un patron (99%) cedido por el Instituto del Frio (CSIC) de Madrid.

La determinaciéon de CML es realizada mediante la separacion por HPLC y
determinacion fluorimétrica del derivado o-phtaldialdehido-CML (OPA-CML). La
obtencion de CML en muestras se realiza previa reduccién con borohidruro sédico y
posterior hidrdlisis acida de las proteinas.

El método utilizado se basa en el método de Drucsch y col. (1999) con algunas
modificaciones.

IV.5.1. Estudios preliminares

Se han realizado estudios previos para comprobar si el método utilizado es
adecuado para observar los posibles cambios que se producen en el tratamiento térmico
de ingredientes proteicos. Para ello se partié de una leche cruda en la que no se detectod
CML vy posteriormente se concentrd hasta la mitad y 4 veces su volumen inicial. Se
observaron incrementos bastante notables, mostrando concentraciones de 2,40 y 3,15
mg/g de muestra respectivamente (tabla II1.5.1-1), valores que fueron superiores a los
que se obtuvieron en las formulas infantiles del presente estudio.

Ademas se comprobd que la resolucion era adecuada, no solapandose con los
aminodcidos de las muestras, siendo el espectro fluorimétrico obtenido similar al de la
CML patron sintetizado en este trabajo.

La precision del método fue ensayada en la formula B planta industrial
conservada a 30°C durante 4 semanas a Aw 0,65 (tabla II1.5.1-2). El coeficiente de
variacion fue de 0,63% en un ensayo con 7 muestras y para un valor medio de 728
mg/100 g de proteina. La precision obtenida nos permitira determinar la variacion de
CML que se produzca durante el procesado y conservacion de formulas infantiles.

IV.5.2. Determinacion de CML en muestras

Los resultados se expresan en mg/g de muestra con objeto de conocer el
contenido real de CML en el producto y en mg/100g de proteina, lo que permite
comparar el dafio térmico de unos productos con otros.
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IV.5.2.1 Ingredientes proteicos

La tabla IIL.5.2.1-1 muestra el contenido de CML de los 4 ingredientes
analizados. Los valores estan comprendidos entre 37,1 mg/100 g de proteina obtenido
para el CC 2 y 163 mg/100 g de proteina para la PSL. En la proteina hidrolizada del
lactosuero (PSLBLPH) no se detect6 este compuesto. Los contenidos mas altos de CML
se encontraron en las proteinas del lactosuero, indicando claramente un mayor dafio
térmico, lo que coincide con los valores de furosina mas elevados encontrados para
estos mismos ingredientes y coincidiendo también con los valores de HMF encontrados
solo en proteinas intactas y no en proteinas parcialmente hidrolizadas. Hegele y col.
(2008) encuentran concentraciones medias de CML en leche cruda de 0,16 mg/100 g de
proteina.

IV.5.2.2 Formulas infantiles
a) Procesado

El contenido de CML durante el procesado de las formulas infantiles elaboradas
en planta industrial se observa en la tabla I11.5.2.2-1.

Formula A

En los puntos inicial y final los valores obtenidos fueron 50 y 336 mg/100g de
proteina respectivamente, mostrando diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). El incremento fue de 286 mg/100 g de proteina, 6,7 veces con respecto al
punto inicial. Este incremento tan elevado indica que ha sufrido un dafio térmico alto.
Ingredientes de partida similares presentan CML, por lo que pensamos que el valor
inicial se debe a los ingredientes y no al pequefio tratamiento térmico que se produce
durante el mezclado de los ingredientes.

Formula B

Esta formula presenta un incremento de 215 mg/100 g de proteina, 2,8 veces
desde el punto inicial hasta el producto final, con valores de 119 y 334 mg/100g de
proteina respectivamente, cambios que fueron estadisticamente significativos (p<0,05).

Formula C

En esta formula sorprende la presencia de CML desde la etapa inicial del
procesado ya que en un ingrediente proteico similar (el utilizado en planta piloto) no se
encontr6 este compuesto. Los cambios obtenidos son significativos (p<0,05), con
valores de 87 y 142 mg/100g de proteina en el punto inicial y final del procesado,
representando un incremento de 1,6 veces.

La reactividad, medida por el incremento en CML obtenido tras el procesado, es
mayor en la formula A, seguido de la B y C. Estos resultados son similares a los
obtenidos en la determinacion de furosina, sin embargo no hubo correlacion entre ellos,
lo que concuerda con lo obtenido por Fenaille y col. (2006) en el estudio de indicadores
de Maillard en formulas infantiles al ser indicadores de etapas diferentes de la RM.
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Durante el procesado de leche Hegele y col. (2008) encuentran concentraciones de 0,18,
0,46, 0,88, 20,5 y 0,24 mg CML/100 g de proteina en leche pasteurizada, desnatada,
UHT, condensada y semidesnatada respectivamente.

b) Conservacion

El contenido de CML de las formulas elaboradas en planta industrial
conservadas durante 15 meses a 30°C se observa en la tabla I111.5.2.2-2.

Formula A

Los cambios observados son significativos (p<0,05), con valores comprendidos
entre 336 y 453 mg/100 g de proteina para el punto cero y 15 meses de conservacion a
30°C respectivamente, lo que representa un incremento de 117 mg/100 g de proteina,
1,35 veces el valor inicial.

Formula B

En esta formula se observa un leve incremento de 33 mg/100 g de proteina (1,1
veces) con respecto al punto inicial de conservacion donde se obtuvo un valor de 334
mg/100 g de proteina.

Formula C

El incremento obtenido fue de 152 mg/100 g de proteina, 2,1 veces el valor
inicial que fue de 142 mg/100 g de proteina. Los cambios fueron estadisticamente
significativos (p<0,05).

Comparando las tres formulas se observa claramente que la formula C elaborada
con hidrolizado de proteina ha sido la mas reactiva, seguida de la formula A y B
respectivamente. EI comportamiento es diferente al observado durante el procesado de
las férmulas.

El comportamiento de la furosina también fue diferente ya que la mayor
reactividad se observo en la formula A, seguida de la B y C respectivamente. Pirralina
solo fue detectado en la formula A cuado se conserva a 30°C durante mas de 12 meses,
también estd formula fue la que presentd mayor valor absoluto de CML.

¢) Conservacion Aw 0,65

El contenido de CML de las formulas elaboradas en planta industrial
conservadas durante 4 semanas a 30°C se observa en la tabla I11.5.2.2-3.

Formula A

Los cambios observados son significativos (p<0,05), desde la primera semana,
alcanzando un incremento en la cuarta semana de 2,4 veces con respecto al punto 0. El dafio
sufrido bajo estas condiciones es bastante considerable, ya que parte con un contenido inicial de
336 mg/100 g de proteina, y alcanza a la cuarta semana un contenido de 800 mg/100 g de
proteina. Aunque este incremento es bastante alto, no lo llega a ser tanto como en la furosina
para las mismas condiciones de conservacion.
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Formula B

Se observa un incremento de 2,2 veces desde el punto 0 hasta la cuarta semana,
con valores de 334 y 726 mg/100 g de proteina respectivamente, cambios que fueron
estadisticamente significativos (p<0,05) desde la primera semana de conservacion. En
este caso el incremento en CML fue bastante menor al de furosina para el mismo tiempo
de conservacion.

Formula C

El comportamiento es practicamente el mismo al seguido por la furosina bajo las
mismas condiciones de conservacion, con un incremento de 5 veces y valores de 142 y
706 mg/100 g de proteina para el punto 0 y final de conservacion. Los cambios fueron
estadisticamente significativos desde la primera semana (p<0,05).

Los valores de CML obtenidos en las formulas son elevados y mas altos que los
encontrados en leche, hay que indicar que las féormulas analizadas estaban enriquecidas
en hierro y vitamina C, sustancias que favorecen la formacion de CML, ademas el tipo
de grasa es mas insaturada que la de la leche. En férmulas infantiles en polvo, Birlouez
y col., (2004) encuentran valores 2,5 veces mas altos que los obtenidos en leche en
polvo, de forma semejante Fenaille y col., (2006) para los mismos tipos de muestra
encuentra valores proximos al doble en formulas infantiles.

El comportamiento durante el procesado fue diferente al obtenido en la
conservacion. Durante el primero puede verse favorecida la generacion de CML debido
a la mayor facilidad de oxidacion de la grasa durante la etapa de deshidratacion.
Durante al conservacion, al estar las formulas protegidas por una atmosfera de nitrogeno
la influencia de los productos de oxidacidn lipidica sera menor. Sin embargo a Aw=0,65
la generacion de CML via oxidacion puede verse favorecida de nuevo, lo que concuerda
con los datos obtenidos.

Durante la conservacion la formula mas reactiva fue la que se elabora con
proteinas parcialmente hidrolizadas. Este mismo comportamiento fue observado por
Birlouez-Aragon y col. (2004) y Dittrich y col. (2006) que encuentran valores de hasta
50 veces superiores en formulas en polvo hipoalergénicas frente a formulas normales.
Fenaille y col. (2006) encuentran niveles de CML 3,5 veces mas altos en férmulas en
polvo parcialmente hidrolizadas que en formulas normales, estos autores lo relacionan
con la mayor susceptibilidad a las modificaciones oxidativas de los péptidos.

A una temperatura de conservacion de 30°C y actividad de agua alta (0,65) se
produjo una correccion lineal entre furosina y CML (r’=0,999). En condiciones
drasticas de almacenamiento en las que se favorece la reaccion de Maillard pueden estar
formandose productos primarios y secundarios. A la actividad de agua propia del
producto no se obtuvo una correlacion tan alta entre furosina y CML lo que también fue
observado por Fenaille y col. (2006) en el estudio de indicadores de Maillard en
formulas infantiles.

La correlacion de CML con los valores de lisina (rz) a Aw=0,65 es de 0,858,
0,828 y 0,662 para las formulas A, B y C respectivamente. La menor correlacion

206



Discusion

obtenida puede deberse a la menor sensibilidad y mayor coeficiente de variacion de la
medida de lisina util frente a la de furosina.

Para las tres formulas se alcanzan e incluso se superan los valores de CML
obtenidos tras 15 meses de conservacion a 30°C en la primera semana de conservacion a
Aw 0,65 a la misma temperatura, lo que es de gran relevancia para realizar estudios
futuros en menor tiempo.

No existen estudios bibliograficos sobre los cambios producidos en las
diferentes etapas del procesado de formulas infantiles, ni durante la conservacion de los
mismos. Los datos puntuales obtenidos por los diferentes autores como Birlouez-
Aragon y col. (2004) (entre 1,0 y 1,3 ng/g de proteina), Dittrich y col. (2006) (entre 514
para féormulas normales y 11372 ng/ml para férmulas hidrolizadas), Fenaille y col.
(2006) (entre 60 para férmulas normales y 212 ng/mg en féormulas hidrolizadas) y
Charissou y col. (2007) (entre 5 y 40 ng/mg de proteina) son muy variables y en todos
los casos mas bajos a los encontrados por nosotros, sin embargo todos coinciden en la
mayor reactividad de las féormulas hidrolizadas, similar a los resultados obtenidos en
este estudio.

IV.6. Intensidad de Fluorescencia

La aparicion de compuestos fluorescentes es una caracteristica de la reaccion de
Maillard.

La acumulacién de compuestos fluorescentes libres ha sido relacionada con el
tiempo y temperatura de procesado en sistemas modelo (Nakayama y col., 1980; Baisier
y Labuza, 1992; Morales y col., 1996b; Morales y Jiménez-Pérez, 2001; Leclére y col.,
2001), productos lacteos como leche (Morales y col., 1997b; Birlouez-Aragon y col.,
1998; Siegl y col. 2000) y formulas infantiles (Birlouez-Aragon y col., 1999; Ferrer y
col., 2005b).

La medida fluorimétrica se determina en el sobrenadante obtenido tras
precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (Morales y col., 1996b) o mediante
ajuste del pH para la precipitacion de caseinas (Birlouez-Aragon y col., 1998).

IV.6.1. Estudios preliminares

El estudio de precision fue realizado en 7 muestras no conservadas de la formula
A (planta industrial). El bajo coeficiente de variacion obtenido (1,33%) permite que este
método pueda ser usado para evaluar el grado de pardeamiento de las muestras en los
tratamientos empleados en este estudio.
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1V.6.2. Determinacion de fluorescencia en muestras

1V.6.2.1. Formulas infantiles

a) Procesado

La tabla II1.6.2.1-1 muestra los resultados obtenidos en las diferentes etapas del
procesado de formulas infantiles. Entre los pasos 1 y 2, se observo un descenso en la
intensidad de florescencia (%) en las formulas A y B (con proteinas intactas) elaboradas
en planta industrial y piloto. Por el contrario en las formulas C y D (con proteinas
parcialmente hidrolizadas) elaboradas en planta piloto se observo un ligero incremento.
En esta etapa, se adiciona la grasa y la formula se somete nuevamente a calentamiento,
por lo que el descenso puede ser debido a la presencia del aceite, ya que los resultados
son expresados en 100 g de sélidos (furosina y lisina util son expresados en relacion al
contenido de proteina, el cual es el mismo en ambos pasos). El incremento producido en
las férmulas parcialmente hidrolizadas (C y D) puede reflejar mayor sensibilidad de este
indicador en este tipo de formulas.

Entre los pasos 2 y 3 (secado-atomizado), las formulas infantiles de ambas
plantas (industrial y piloto) mostraron un incremento en la intensidad de florescencia,
siendo mas bajo el incremento en las formulas elaboradas con proteinas intactas
(formula A: 11,1 y 8,6 para planta industrial y piloto, respectivamente; formula B: 15,2
y 10,7 para planta industrial y piloto, respectivamente) que las formulas con proteinas
parcialmente hidrolizadas (formula C: 28 y 18 para planta industrial y piloto,
respectivamente; formula D: 23 en planta piloto). Estos datos confirman la mayor
sensibilidad de este indicador para monitorizar el dafio térmico durante la elaboracion
de formulas con proteinas parcialmente hidrolizadas.

No hay datos en la literatura sobre la acumulacion de compuestos fluorescentes
durante el procesado de férmulas infantiles. Ferrer y col. (2005b) encuentran un
incremento de tres veces en la intensidad de fluorescencia en formulas infantiles tras la
conservacion de 9 a 24 meses, mas altos que los incrementos observados durante el
procesado en el presente estudio. En sistemas modelo preparados con ingredientes
similares a los usados en formulas infantiles y calentados a diferentes tiempos y
temperaturas, Rufidn-Henares y col., 2006¢, obtienen el mayor incremento en la
intensidad de fluorescencia tras calentamiento a 140°C/30 min. Estos mismos autores
(Rufian-Henares y col., 2002a y b) también hallan un incremento en la intensidad de
fluorescencia en formulas entérales durante su procesado.

Morales y col. (1996b) reportan valores de intensidad de fluorescencia de 20% y
44% en leche que fue pasteurizada y esterilizada en botella respectivamente, con un
valor intermedio para UHT, concluyendo que los tratamientos térmicos pueden ser
discriminados por medio de este indicador.

b) Conservacion
Los resultados se pueden observar en las tablas 111.6.2.1-2 a 111.6.2.1-3. Este

indicador fue estudiado primero en las muestras elaboradas en la planta industrial.
Basados en estos resultados y al no observar grandes cambios, en la planta piloto solo se
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estudiaron las muestras conservadas durante 24 meses a 4, 20, y 30°C y durantel5
meses a 30 °C.

En las formulas A y B se observo un pequefio incremento en la intensidad de
fluorescencia tras la conservacion. La formula C (planta industrial) mostro un
incremento significativo (p<0,05) en la intensidad de fluorescencia tras 15 meses de
conservacion en todas las temperaturas ensayadas. En la formula C preparada en planta
piloto se obtuvieron cambios significativos (p<0,05) tras 15 meses a 30 °C, alcanzando
el mayor incremento tras 24 meses/30 °C. El estudio de la formula D (con proteinas
parcialmente hidrolizadas y lactosa) confirma los resultados obtenidos en la planta
piloto de la formula C (con proteinas parcialmente hidrolizadas y maltodextrinas), ya
que se obtuvieron incrementos significativos a 30 °C tras 15 y 24 meses de
conservacion, aunque el incremento fue mas bajo en esta formula. Estos resultados se
corresponden con lo observado en furosina, donde también se observo mayor
incremento en la formula C (planta piloto) La correlacion lineal obtenida entre tiempo
de conservacion (24 meses) ¢ intensidad de fluorescencia fue mayor de 0,75 () solo en
las formulas con proteinas parcialmente hidrolizadas (tabla IV.6.2.1-1).

Tabla 1V.6.2.1-1: Correlacion entre tiempo de conservacion e intensidad de
fluorescencia en las formulas de planta industrial.

T*(°C) | Tiempo Formulas
(meses)
A B C
4 24! 0,010 0,039 0,758
20 24° 0,010 0,139  0,876*
30 24 10,711 0,502  0,756*

* Nivel de significacion (P < 0,05)
. n=5; 2. n=6

Este estudio sugiere que intensidad de fluorescencia es ttil solo en formulas
preparadas con proteinas hidrolizadas, tras por lo menos 15 meses de conservacion. A
diferencia de nuestros resultados, Ferrer y col. (2005b) encuentran incrementos en la
intensidad de fluorescencia tras la conservacion de formulas adaptadas y de
continuacion elaboradas con proteinas intactas durante 24 meses a 20 y 37°C.

c¢) Conservacion a Aw 0,65

Los resultados se observan en las tablas 111.6.2.1-4 y I11.6.2.1-5.
Formulas Ay B

La formula A mostro incrementos significativos en la intensidad de
fluorescencia para ambas plantas (industrial y piloto) tras la primera semana de
conservacion a 20 y 30°C, pero no se observaron incrementos significativos entre la
primera y cuarta semana; esto se explica ya que durante la primera semana se alcanza

alrededor de un 9% de humedad en algunas féormulas, sin observarse practicamente
aumento después de este tiempo. Entre las dos temperaturas estudiadas se observaron
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diferencias significativas (p<0,05). Los resultados obtenidos en la formula B fueron
similares a los de la formula A (tabla I11.6.2.1-4).

durante la conservacion de las formulas A y B a 20 y 30°C/Aw 0,65.

La figuras 27 y 28 muestran la evolucion de la intensidad de fluorescencia

Figura 27: Evolucién de la intensidad de fluorescencia durante la conservacion de la

formula A a 20 y 30°C/Aw 0,65.
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Figura 28: Evolucién de la intensidad de fluorescencia durante la conservacion de la

formula B a 20 y 30°C/Aw 0,65.
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Formulas Cy D

En las férmulas con proteinas parcialmente hidrolizadas se observd un
comportamiento diferente (C y D) (tabla I11.6.2.1-5). A 20°C, el comportamiento de la
formula C en ambas plantas (industrial y piloto) y la formula D fue similar al de las
formulas elaboradas con proteinas intactas, con un incremento significativo en la
primera semana (p<0,05) y posterior estabilizacion de los valores, excepto tras 4
semanas en la formula D donde se observo un incremento notable. A 30°C, sin
embargo, se observaron aumentos significativos en todas las semana estudiadas,
alcanzando incrementos tras 4 semanas de 409 y 508 para la formula C elaboradas en
planta industrial y piloto respectivamente, y 970 para la formula D. Esto confirma la
mayor reactividad de la lactosa, la cual no es mostrada claramente por los valores de
furosina, ya que su generacion es menor cuando el dafio térmico inicial es alto. Por lo
tanto en este caso el indicador de eleccion seria la intensidad de fluorescencia.

La figura 29 muestra la evolucion de la intensidad de fluorescencia durante la

conservacion de las formulas C y D a 20 y 30°C/Aw 0,65.

Figura 29: Evolucion de la intensidad de fluorescencia durante la conservacion de las
féormulas hidrolizadas a 30°C/Aw 0,65.
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La correlacién (1) lineal entre tiempo de conservacién e intensidad de
fluorescencia fue mayor de 0,94 solo en las formulas hidrolizadas (tabla 1V.6.2.1-2).
Los resultados obtenidos a Aw 0,65 confirman los obtenidos a Aw normal. La medida
de fluorescencia solo es util en formulas con proteinas hidrolizadas después de largos
periodos de conservacion.

211



Discusion

Tabla IV.6.2.1-2: Correlacion (%) entre tiempo de conservaciéon a Aw 0,65 ¢ intensidad
de fluorescencia.

T (°C) Tiempo Formulas
(semanas)
A B C D
PI PP PI PP PI PP PP
20 4 0,561 0,583 | 0,369 0,533 0,509 0,665 0,799*
30 4 0,381 0,603 | 0,388 0,662 | 0,948*  0,965* | 0,959*
* Nivel de significancia (P<0,05)
n=5

Solo se obtuvieron altas y significativas (p<0,05) correlaciones entre furosina e
intensidad de fluorescencia (r* = 0,94) en las formulas con proteinas hidrolizadas cuando
se conservaron a 30°C con Aw de 0,65. Entre intensidad de fluorescencia y CML
también se obtuvo una alta correlacion lineal (*=0,95) solo en la formula con proteina
hidrolizada.

Ge pan y Melton (2007) estudian la intensidad de florescencia en una mezcla
seca de caseinato soédico y lactosa calentada a 60°C/96 h con diferentes HR,
encontrando los mayores incrementos a HR de 67 y 75 % en todos los tiempos
ensayados.

IV.6.2.2. Sistemas modelo

Los resultados se muestran en las tablas 111.6.2.2-1 a 111.6.2.2-3 y se expresan en
intensidad de fluorescencia por 100 g de solidos.

Sistemas modelo FOS

Los sistemas modelo FOS-PSLBL y FOS-CC 2 no mostraron cambios
significativos en ninguna de las temperaturas y tiempos ensayados. Sin embargo los
sistemas modelo FOS-Hidrocaseina y FOS-PSLBLPH mostraron un incremento
estadisticamente significativo a 90 y 100°C con correlaciones lineales entre tiempo y
temperatura mayores de 0,85 y 0,97 respectivamente, siendo estadisticamente
significativas (p<0,05) solo en este ultimo sistema (tabla IV.6.2.2-1), lo que indica la
gran sensibilidad de este indicador para el seguimiento de la reaccion de Maillard en las
proteinas parcialmente hidrolizadas.
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Tabla IV.6.2.2-1: Correlacion entre tiempo y temperatura para la intensidad de
fluorescencia.

Sistemas Modelo 80°C 90°C 100°C

FOS-Hidrocaseina - 0,899 | 0,854
FOS-PSLBL 0,440 | 0,352 | 0,452
FOS-CC 2 0,273 | 0,307 | 0,870

FOS-PSLBLPH 0,891 | 0,973* | 0,986*
MDX-PSLBL 0,012 | 0,706 | 0,554
MDX-CC 2 0,535 | 0,010 | -0,196
MDX- Hidrocaseina | 0,843 | 0,912* | 0,423
MDX-PSLBLPH 0,847 | 0,991* | 0,970%*
LAC-PSL 0,052 | 0,092 | 0,315
LAC-CC2 0,069 | 0,038 | 0,331
LAC- Hidrocaseina | 0,936* | 0,977* | 0,941*
LAC-PSLBLPH 0,934* | 0,906* | 0,993*

* Nivel de significancia (P<0,05)
n=4

Sistemas modelo con maltodextrinas

En el sistema MDX-CC 2 no se observaron cambios significativos. El sistema
modelo MDX-PSLBL so6lo mostr6 incrementos significativos (p<0,05) tras 10 minutos
de calentamiento a 90 y 100°C, con correlaciones entre tiempo y temperatura de 0,71 y
0,55 respectivamente (tabla IV.6.2.2-1); mientras que en el sistema MDX-Hidrocaseina
se obtuvieron incrementos estadisticamente significativos (p<0,05) en las 3
temperaturas ensayadas, obteniéndose una correlacion lineal entre tiempo y temperatura
estadisticamente significativa (p<0,05) a 90°C (tabla 1V.6.2.2-1). El sistema MDX-
PSLBLPH mostré incrementos significativos (p<0,05) a 80, 90 y 100°C. A 90 y 100°C
los cambios también fueron significativos (p<0,05) entre los tiempos ensayados (3, 6 y
10 minutos) obteniéndose el mayor incremento tras 100°C/10 min. A estas mismas
temperaturas las correlaciones lineales entre tiempo y temperatura para la intensidad de
fluorescencia fueron estadisticamente significativas (p<0,05) (tabla IV.6.2.2-1).

Sistemas modelo con lactosa

En los sistemas modelo LAC-CC 2 y LAC-PSL elaborados con proteinas
intactas no se observaron cambios significativos en ninguna de las temperaturas y
tiempos ensayados. En el sistema LAC-hidrocaseina se observaron incrementos
estadisticamente significativos (p<0,05) en las tres temperaturas ensayadas con
correlaciones lineales y significativas (p<0,05) entre tiempo y temperatura superiores a
0,93 (tabla 1V.6.2.2-1). El sistema LAC-PSLBLPH se comport6 de forma semejante al
sistema MDX-PSLBLPH mostrando cambios significativos entre temperaturas para el
mismo tiempo y entre los tiempos para la misma temperatura ensayada, obteniéndose un
incremento maximo de 30 tras 100°C/10 minutos, superior al obtenido cuando se
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elabor6 con maltodextrina. Las correlaciones lineales entre tiempo y temperatura
obtenidas fueron bastante altas y significativas (p<0,05) para todas las temperaturas
ensayadas (tabla I[V.6.2.2-1).

Entre Intensidad de fluorescencia y furosina solo se encontraron correlaciones
directas en los sistemas con proteinas hidrolizadas (r*>0,73), siendo significativas
(p<0,05) en los sistemas DEX-Hidrocaseina (80°C), MDX -PSLBLPH (90 y 100°C),
LAC-Hidrocaseina (80 y 100°C) y LAC-PSLBLPH (90 y 100°C). Aunque intensidad de
fluorescencia es un indicador secundario la alta sensibilidad hace que tenga correlacion
con furosina.

Este estudio muestra la gran sensibilidad de la intensidad de fluorescencia como
indicador del dafio térmico por Maillard en los sistemas elaborados con proteinas
hidrolizadas. Estos resultados confirman lo observado durante el procesado de las
formulas C y D, donde también se obtuvo en incremento en la intensidad de
fluorescencia en el calentamiento en fase liquida.

Rufian y col. (2002b) calientan sistemas modelo maltodextrina (11,20%)-
caseina (5,46%) y maltodextrina (11,42%)-proteinas del lactésuero (2,73%) durante 10
minutos a 120°C, encontrando incrementos en la intensidad de fluorescencia por 100 g
de solidos entre 71,5-83 y 67,5-82 respectivamente con respecto al punto 0, los cuales
fueron ligeramente mdas altos en el sistema con proteina del lactosuero. Estos
incrementos fueron mayores que los obtenidos en los sistemas modelo MDX-PSLBL y
MDX-CC 2 tras 100°C/10 min, en donde practicamente no se observamos incrementos
probablemente debido a la menor temperatura de calentamiento. Rufian y col. (2006¢)
estudian 6 sistemas modelo preparados con mezclas de caseina, proteina de suero
obtenida en laboratorio o proteina de suero comercial (4%) con maltodextrinas (12%) o
lactosa (7%), concentraciones similares a las usadas en la elaboracion de formula
infantiles (menores que las usadas en los sistemas modelo del presente trabajo) y
entérales, calentados a 100, 120 y 140°C durante 30 min, encontrando incrementos
significativos (p<0,001) a 140°C para todos los sistemas modelo en todos los tiempos
ensayados, siendo los sistemas elaborados con lactosa los que mostraron mayor
reactividad que los elaborados con maltodextrina; sin embargo a 100°C tampoco
obtuvieron cambios significativos.

En general se puede decir que la determinacion de intensidad de fluorescencia
mostrd ser muy sensible y util en el control de sistemas elaborados con proteinas
hidrolizadas. La medida de la intensidad de fluorescencia es util para control del
calentamiento en estado liquido de las formulas infantiles.

IV.7. Determinacion de reflactancia

La medida optica del color también es utilizada como medida del pardeamiento,
tanto en sistemas modelo (Hidalgo y Zamora, 1993; Morales y van Boekel, 1998) como
en alimentos liquidos (Kessler y Fink, 1986; Bertelli y col. 1996) y en alimentos s6lidos
(Resmini y col. 1993; Fernddez-Artigas y col. 1999a; Ramirez-Jiménez y col. 2001;
Ferrer y col. 2005b). El fotometro de reflexion proporciona diferentes parametros de
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color del sistema CIELab: L* (luminosidad), a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul).
Mediante diversas ecuaciones, estos parametros se pueden relacionar con la intensidad
de pardeamiento (Francis y Clydesdale, 1975).

IV.7.1. Estudios preliminares

La precision fue realizada para la medida en todas las formulas (A, B, C y D)
(Tabla II1.7.1-1) y para el método en las formulas B (planta piloto 30°C/4 semanas/Aw
0,65) y D (planta piloto 30°C/4 semanas/Aw 0,65) elaboradas con proteinas intactas e
hidrolizadas respectivamente (Tabla II1.7.1-2). Los bajos coeficientes de variacion
obtenidos para L* y b* permiten usar este método para el estudio del pardeamiento en
las muestras de este trabajo. Para el andlisis de los resultados se incluyo el indice de
amarillez (YI) ya que este establece una relacién entre L* y b*, parametros que
mostraron mayores cambios durante la conservacion de las férmulas infantiles.

1V.7.2. Determinacion de reflactancia en muestras

IV.7.2.1. Formulas infantiles

a) Conservacion

Las tablas I11.7.2.1-1 y II1.7.2.1-2 muestran los pardmetros L* y b* y YI de las
formulas A, B, C, y D elaboradas en planta industrial y piloto, conservadas a 4, 20, y
30°C durante 15 meses. No se encontraron cambios significativos (p<0,05) en ningun
caso.

b) Conservacion a Aw 0,65

Los resultados para las muestras conservadas bajo condiciones drésticas se
observan en las tablas I11.7.2.1-3 y 111.7.2.1-4.

Formula A

En esta formula se obtuvieron incrementos significativos (p<0,05) tras 1 semana
de conservacion a 20 y 30°C en ambas plantas (industrial y piloto), sin embargo no se
observaron cambios durante las siguientes 3 semanas de conservacion, excepto un ligero
incremento tras 4 semanas a 30°C en la planta industrial. A 20 y 30°C, se obtuvieron
buenas correlaciones (r°) lineales entre YI e intensidad de fluorescencia (0,712 y 0,961
respectivamente para la planta industrial y 0,938 y 0,971 respectivamente para la planta
piloto).

La figura 30 muestra la evolucion del color (YI) durante la conservacion de la
formula A a 20 y 30°C/Aw 0,65.
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Figura 30: Evolucion del color durante la conservacion de la formula A a20y
30°C/Aw 0,65.
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Formula B

La formula B (planta industrial y piloto) mostro ligeros incrementos de color tras
1 semana de conservacion a 20°C, con un alto y significativo incremento tras 2 semanas,
seguida por la estabilizacion de los valores. Las correlaciones (r°) lineales entre YI e
intensidad de fluorescencia fueron bajas (0,5113 y 0,6816 para la planta industrial y
piloto respectivamente). A 30°C, un incremento en el YI fue observado tras 1 semana de
conservacion, con valores constantes para las siguientes 2 semanas y un incremento tras
4 semanas de conservacion. La correlacién () lineal del YI con la intensidad de
fluorescencia fue 0,4277 y 0,8983 para la planta industrial y piloto respectivamente.

La figura 31 muestra la evolucién del color (YI) durante la conservacion de la
formula B a 20 y 30°C/Aw 0,65.
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Figura 31: Evolucion del color durante la conservacion de la formula B a 20y
30°C/Aw 0,65.
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Formula C

A 20°C, el YI no incrementd durante la conservacion de la formula elaborada en
planta industrial. Para la misma temperatura de conservacién en la planta piloto se
observo un ligero incremento tras 2 semanas, y notablemente tras 4, obteniendo una
baja correlacién (%) lineal con la intensidad de fluorescencia (0,441). A 30°C en ambas
plantas, el YI incremento durante las primeras 3 semanas, permaneciendo estable hasta
la 4 semana, y obteniendo altas correlaciones (r*) lineales con la intensidad de
fluorescencia (0,973 y 0,952 para la planta industrial y piloto respectivamente).

Formula D

En la formula D, solo se produjeron cambios significativos durante las 2
primeras semanas a 20°C, mientras que a 30°C estos lo fueron durante las 4 semanas de
conservacion (tabla 111.7.2.1-4). A 20°C no se obtuvo correlacion lineal entre color e
intensidad de fluorescencia, pero a 30°C la correlacion (1% fue alta (0,982). Los valores
en la medida del color (YI) en la formula D fueron mas altos que en la formula C,
similar a lo observado en la intensidad de fluorescencia.

La figura 32 muestra la evolucion del color (YI) durante la conservacion de las
formulas C y D a 20 y 30°C/Aw 0,65.
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Figura 32: Evolucion del color durante la conservacion de las formulas Cy D a
20y 30°C/Aw 0,65.
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Las mayores correlaciones entre color (YI) e intensidad de fluorescencia se
obtuvieron a 30°C en las férmulas con proteinas hidrolizadas (C y D), por lo que en
principio en este caso se podria usar indistintamente cualquiera de los dos como
indicador del dafo térmico por Maillard, sin embargo la sensibilidad es superior para la
intensidad de fluorescencia por lo que este seria el de eleccion.

Buenas y significativas (p<0,05) correlaciones (r* = 0,81) entre furosina y color
(YD) se obtuvieron solo en las formulas con proteinas hidrolizadas conservadas a 30°C
con Aw de 0,65; similar a lo observado entre furosina e intensidad e fluorescencia, por
lo que en este tipo de formulas almacenadas bajo condiciones extremas se podria usar
cualquiera de estos tres indicadores.

Tras 15 meses de conservacion a 30°C y Aw propia del producto la medida del
color no permite evaluar la extension de la reaccion de Maillard en las férmulas
infantiles analizadas.

Guerra-Hernandez y col. (2002b) conservan una formula infantil en polvo
durante 90 dias a 20 y 55°C bajo atmosfera de oxigeno y nitrogeno, observando que la
intensidad del pardeamiento medida como AE  fue mayor a partir de 30 dias en
atmosfera de nitrogeno y 55°C. Ferrer y col. (2005b) estudian el color en férmulas
infantiles en polvo adaptadas y de continuacién conservadas a 20 y 37°C durante 24
meses observando un incremento de color (AE) en ambas formulas, el cual fue mayor a
37°C para todos los tiempos estudiados. En nuestras férmulas A y B no se observaron
cambios en AE (datos no incluidos en tablas). Rufian-Henares y col. (2004a) determinan
color en sistemas modelo que simulan féormulas infantiles y entérales elaborados con
caseina, proteina del lactosuero obtenida en laboratorio y proteina de suero comercial
(4%), con lactosa (7%) y/o maltodextrina (12%), calentados a 100, 120 y 140°C durante
30 minutos, encontrando que el avance del pardeamiento puede ser seguido atraves de
los diferentes tratamientos térmicos cuando el ingrediente inicial tiene un alto dafio
térmico, o el sistema es calentado a altas temperaturas.
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IV.8. Analisis complementarios

IV.8.1. Determinacion de azucares

Los azlcares son sustratos de las reacciones de pardeamiento quimico. La
determinacion de los azucares es utilizada por diversos autores para conocer la
evolucion de esta reaccion (Troyano y col., 1992; Evangelisti y col., 1994; Contreras y
col., 2008).

La tabla II1.8.3-1 muestra el contenido azucares obtenido en los ingredientes
proteicos. Las proteinas del lactosuero presentaron una mayor concentracion de
azucares, especialmente lactosa, con valores que oscilan entre 0,08% y 76,5% para la
PSLBL y lactosuero 3 respectivamente. El bajo valor registrado en la PSLBL es 16gico
ya que se trata de una proteina que se comercializa como baja en lactosa. Ademas de
lactosa también se determinaron galactosa y glucosa en el lactosuero 1 y PSLBL. En los
caseinatos, y proteinas de soja no se encontraron azucares, excepto en el CC 2 donde se
detectd una pequefia cantidad de lactosa y en la soja Austria donde se determind una
pequeiia concentracion de glucosa. En las proteinas hidrolizadas se encontraron
pequefias cantidades de lactosa.

Segun estos resultados serian las proteinas del lactosuero las mas reactivas al
dano térmico por Maillard, debido a las altas concentraciones de lactosa encontradas, lo
cual se confirma con los altos valores de furosina obtenidos en estas muestras, siendo
las menos reactivas los caseinatos, proteinas de soja y proteinas hidrolizadas, en las
cuales se obtuvieron valores muy bajos de furosina (tabla I11.2.2.1-1).

IV.8.2. Determinacion de acidos grasos

Los acidos grasos se determinaron en las formulas A, B y C elaboradas en planta
industrial conservadas a 30°C durante 15 meses y durante 1 y 4 semanas a Aw=0,65
(tablas II11.8.4-1 a II1.8.4-3). No se observaron cambios significativos (p<0,05) en la
composicion de acidos grasos durante la conservacién en ninguna de las 3 formulas
analizadas. Las concentraciones de acidos grasos obtenidas se encuentran dentro de los
intervalos establecidos por las regulacion europea (tabla IV.8.2-1), y fueron similares a
los hallados por otros autores para formulas infantiles (O Keefe y col., 1994; Hayat y
col., 1999; Satchithanadam., 2002; Roumeu-Nadal y col., 2007).
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Tabla I'V.8.2-1: Comparacion entre las recomendaciones y los valores obtenidos de
acidos grasos para formulas infantiles.

Acidos grasos Recomendaciones® Valores obtenidos
Acidos laurico y Miristico | <20% del total de los 4cidos grasos 10,16-14,45
Acido linoleico 1,53-6,15 g/100g de muestra 3,54-4,56
Acido o- linolénico >(0,25 g/100g de muestra 0,37-0,46
Linoleico/ a- linolenico 5-15 9,26-10,6

*Directiva 2006/141/CE de 1la Comision del 22 de diciembre de 2006. Diario oficial de
la unién europea, L401/1-33.

No hay estudios previos publicados sobre el perfil de acidos grasos en formulas
infantiles durante la conservacion. Rufian-Henares y col. (2005) estudian el perfil de
acidos grasos durante la conservacion de formulas entérales liquidas preparadas con
ingredientes similares a los empleados en las férmulas infantiles, encontrando pérdidas
significativas (p<0,01) en los 4cidos oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolenico
(C18:3) en todos los tiempos ensayados (1-4 semanas a 32 y 55°C) no encontrando
perdidas en otros dcidos grasos. Durante la conservacion por largo tiempo (36 semanas)
a 20 y 30°C observaron un comportamiento diferente, obteniendo pérdidas significativas
en todos los acidos grasos analizados, mientras que a 4°C solo observaron pérdidas
significativas en los acidos grasos insaturados (Rufian-Henares y col., 2005). Los acidos
grasos en las formulas infantiles del presente estudio mostraron gran estabilidad incluso
bajo condiciones drésticas de conservacion (tiempo, temperatura y Aw). La gran
estabilidad observada en las formulas infantiles comparada con las formulas entérales
puede ser debido al diferente estado de estas (en polvo y liquidas).

1V.8.3. Determinacion de peroxidos

Los valores de peroxidos estdn expresados en miliequivalentes de O,/kg (tabla
II1.8.5-1). Las férmulas fueron conservadas en sus botes originales (cerrados y bajo
atmosfera de nitrogeno) a 20°C durante los 15 mese de conservacion. A 30°C los botes
fueron abiertos después de los 6 meses de conservacion. Se analizaron solo las muestras
elaboradas en planta industrial.

Tras 6 meses de conservacion a 30°C, y 15 meses a 20°C en botes cerrados, no
se observod oxidacion en ninguna de las formulas analizadas. Tampoco se observd
oxidacion tras la primera semana de conservacion a 30°C/Aw 0,65 en ninguna de las
formulas. Solo se obtuvieron perdxidos tras 12 y 15 meses de conservacion a 30°C para
las 3 formulas (A, B y C) estudiadas y tras 4 semanas a 30°C/Aw 0,65 solo en las
formulas A y B. Los valores de peroxidos siempre incrementaron en las formulas A y B,
pero disminuy6 en la formula C entre 12 y 15 meses de conservacion a 30°C, no
detectando perdxidos tras la conservacion a Aw 0,65.

Roumeu-Nadal y col. (2007) estudian la estabilidad a la oxidacion de la fraccion
lipidica en formulas en polvo a base de leche, encontrando valores iniciales de 0,52,
0,85 y 0,98 miliequivalentes de O,/kg respectivamente, para formulas no suplementadas
(NSF) y formulas suplementadas (SF-A y SF-B) con diferentes concentraciones de n-3
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y n-6 LC-PUFA. Los valores encontrados en las féormulas estuvieron dentro de los
limites de peroxidos establecidos por la FAO/WHO (1989) para aceites refinados (10
miliequivalentes de O,/kg). Tras 15 meses de conservacion a 25°C, la formula NSF
mostro un nivel de peréxidos de solo 1,48 mili equivalentes de O,/kg. Por el contrario,
estos valores aumentaron lentamente en la formula SF-A a 25 y 37°C siendo 4,5 y 10,5
veces mas altos que los valores iniciales, respectivamente. En las férmulas SF-B los
peroxidos aumentaron mas rapidamente, alcanzando un maximo tras 8 meses a 25 y
37°C (12,9 y 20,3 mili equivalentes de Oy/kg, respectivamente) decreciendo
posteriormente. El valor de perdxidos en las formulas sin suplementar fue muy bajo
cuando se conservaron a temperatura ambiente (20-25°C) y en botes cerrados.

Los valores de perdxidos obtenidos en las formulas del presente estudio se
encuentran dentro de los valores permitidos para aceites refinados, excepto en la
formula A tras 15 meses a 30°C.

En las formulas conservadas en botes cerrados no se observo oxidacion, y solo
se observo cuando los botes fueron abiertos, después de 6 meses de conservacion a
30°C. Este pequefio cambio no fue observado en la determinacion de acidos grasos
debido al coeficiente de variacion de la cromatografia de gases.

1V.8.4. Determinacion de pH

La reaccion de Maillard produce acidificacion del medio. Esta es el resultado de
la pérdida del grupo aminico y la aparicion de acidos débiles (Van Boekel, 1988).

El comportamiento del pH fue estudiado en los sistemas modelo siendo bastante
irregular, con aumentos y descensos entre tiempos y temperaturas. Contrario a lo que se
esperaba los pHs no disminuyeron sino que aumentaron ligeramente en la mayoria de
los casos, hasta 0,23, 0,37 y 0,31 unidades para los sistemas FOS-PSLBL, MDX-CC 2 y
LAC-PSL respectivamente. Solo se observo una ligera disminucion del pH en los
sistemas FOS-PSLBLPH, MDX-PSLBLPH y LAC-Hidrocaseina (0,08, 0,07 y 0,05
unidades respectivamente).

En este caso la determinacion de pH no permite seguir la evolucion de la
reaccion de Maillard a través de los diferentes tratamientos térmicos. Sin embargo los
sistemas con proteinas hidrolizadas son los que mostraron mayor tendencia al descenso
del pH, lo que es logico, pues existe un mayor nimero de grupos amino que pueden
reaccionar y por tanto disminuir el pH.

El no descenso del pH en los diferentes sistemas modelo puede ser debido a que
los tiempos y temperaturas ensayados (100°C/10min) no han sido tan drasticos como
para ocasionar un dafo térmico suficiente que genere descenso de pH. Los tratamientos
térmicos a los que fueron sometidos los sistemas modelo se realizaron para tratar de
simular los empleados durante la elaboracion de las férmulas, razéon por la cual no
fueron muy drésticos. Reyes y col. (1982) no observan cambios aparentes de pH por
Maillard en un sistema modelo glicina/azicar tras calentamiento a 60°C. Rufian-
Henares (2002) calienta sistemas modelo de caseina, proteinas del lactosuero,
glutamina, arginina y lactosa o maltodextrinas a 100, 120 y 140°C durante 30 min,
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encontrando descensos notables tras este tiempo en todos los sistemas. Tras 10 minutos
de calentamiento a 100°C este autor también obtiene descensos aunque muy ligeros de
pH (Rufidn-Henares, 2002). Similar a lo obtenido en el presente trabajo, en los sistemas
con proteinas hidrolizadas, este autor también obtiene mayores descensos del pH en los
sistemas elaborados con aminoécidos. Su-Lin y col. (2005) encuentran gran fluctuacion
del pH durante las primeras 3 horas en sistemas modelo glicina/galactosa y
glicina/glucosa incubados a 45 y 60°C. Finalmente Shih-Chuan y col. (2008) hallan
descensos en el pH de un sistema modelo glicina-galactosa tras 80h/60°C, 30h/75°C y
30h/90°C de calentamiento.

Como se puede observar de los datos encontrados en la bibliografia son
necesarios tratamientos térmicos elevados para poder utilizar la medida de pH como
indicador de pardeamiento quimico.
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Ingredientes proteicos del mismo tipo presentaron valores diferentes de lisina
util. Las proteinas del lactosuero han sido las que han mostrado mayor dafo
térmico.

Furosina y CML son indicadores ttiles para el control del dafio térmico durante
el procesado de formula infantiles.

Furosina no puede utilizarse para comparar el dano térmico entre formulas con
diferente formulacion o similar formulacion pero diferentes lotes.

Las pérdidas de lisina util durante el procesado estuvieron entre el 10 y 35%. En
todos los casos el valor final de lisina 1til fue similar o superior al requerido por
los lactantes. En la conservacion se incrementaron las perdidas, pero solo
cuando se realiza a 30°C durante 24 meses estas no cubren los requerimientos
nutricionales de los lactantes. Se recomienda que la temperatura de conservacion
no superen los 20°C.

La correlacion obtenida entre perdida de lisina y furosina durante el procesado
fue alta. Al ser este ultimo un indicador mas sensible se propone a la industria
utilizar furosina como indicador de dafio térmico y nutricional de las proteinas
durante la elaboracion de formulas infantiles.

Durante la conservacion, la furosina es un indicador util cuando las formulas
infantiles no presentan un alto dafio térmico inicial. Por tanto, el célculo del
porcentaje de lisina bloqueada mediante la medida de furosina puede no ser
adecuado.

HMF no debe usarse en formulas con maltodextrinas o lactosuero, sin embargo
la ausencia de furfural en los ingredientes y la relacion directa con furosina en
formulas comerciales, puede hacer que el furfural si lo sea.

Pirralina solo ha sido cuantificado en un tipo de formula tras un largo periodo de
conservacion a temperatura y/o humedad inadecuada por lo que se puede afirmar
que para un control rutinario no debe utilizarse este indicador.

La formacion de CML es mayor durante el procesado que durante la
conservacion y durante esta ultima las formulas parcialmente hidrolizadas son
mas sensibles.

La medida de intensidad de fluorescencia es muy sensible a los tratamientos en
formulas elaboradas con proteinas parcialmente hidrolizadas.

.La determinacién de indicadores de la reaccidon de Maillard en formulas

infantiles conservados a Aw de 0,65 permite comprobar la extension de la
misma de forma fiable en almacenamientos acelerados.

Conclusion final. Los valores de indicadores de pardeamiento quimico del producto
final estdn condicionados no solo por el procesado sino por el dafio térmico de los
ingredientes utilizados en la formulacion y por tanto comparar lotes elaborados con
distintos ingredientes o formulas de diferentes industrias no es adecuado.
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