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INTRODUCC I ON



La leche constituye ‘un material (nico al ser un alimento casi -
completo desde ¢l punto de vista de 1la nutricién. Esta carnc:eri#ticn es
daterminante en si; utilizacin por personas de todus .las edades y en la -

" produccién & partir de 1a misma de importantes derivados en la alimenta--

cifn, tales como queso, mantequilla, etc.

.La leche conticnc prntcinas, iipidos,‘ glL’lcidbs 'mi.nemles, vita
minas, etc. Ias def.lciem:.las que presenta las cunstituyen el. b:ljo contem.

do relnt.wo de hierro b cobre, asf{ como en las v:.tami:ms c \' D.

Anque la camposmién geneml de la lcche es lmy serncjnntc en -
todos 1los mam!fems. la concentracién de algunos :onponentes puedc variar ’

considerablemente con las distintas especies. (35 )

Dentro de los principales carbohidratos que presenta 1la leche,
estd la lgctosa, sicndo un disacdrido compuesto por glucosa y galactosa.
Desde el punto de vista biolégico, 1a lactosa se distingue de los azfica-=
res commes por su estabilidad en el tracto digestivo y por cl heche de -

na ser simplemente un plicido energético. (1 )

En general, ningdn disacérideo puede ser absorbide como tal en ~
el intestino para poder pasar a la corriente sangufnea, por lo que es  --

esencinl que 1a lactosa sca previamente hidrolizads en sus apicares sim--

ples,
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l.n enzimu encurgada de rmlizar esti hidrdhsis es la "lactasa',

bnta-ga]actosidasa la t:ual 5 una ghcopmteirm que se encuentyra en ia mem-

: brm'u del borde de ci?pzllo dcl intcstinn humano. Una disminuc:ﬁn en la scti-
v1dnd de csta enzim cnnducini a .una. hidrﬁlisis ineficiente del cnrboh,ldrato.
lo cual, cn algunas personas producc sintomas de intoleranciz como flaculen- .

cin dolor abdmnina}. o dinrroa. cuzmdu se consmne leche o pmductns ldcteos. ‘

Pam pcder entcndcr térmims . se crplicarﬁn a cnnt:.mmcién" :
Intolcmnciu a la Inctosn. L e T e o
) ‘EBs el conjunto de sfntoms gastmintcsthmles [ﬂntulcnc:ln. rncteo-': .

rismo, dolor abdarrdml ¥y dinrren), qua se derivan_ de. la "uncm de cnrbohi
dratos no nbsorbibles en el mtestino delgado. Esto e 'que'una- dosis der.emi .

nada de lactosa no !m 5160 cunplemmmte hidmli.ada
por el intestino. e
Deficiencia de lactasa. : . U
Es una reduccibn en la m:uvidad de la betn-galuctosidasa intesti
nal; ésta no involucra vna susencio total dc 1 activ.idad enznzu’at;ca ¥y por -
1o zanto, aln puede persistir 1lg capacidod de digerzr dosis pequeRas de Iec-
tasa, en proporcifn a la eantidad residual de lactasa existente. (7))

Cuando no se hidroliza la lactosa, no o5 absorbida, llegande a la
filtime porcién del intestino delgado y del colon, donde los microorganismos
prescntes al utilizar la lacrosa, producen cambios en la microflora intesti-
aal, acompafindos muy a menwdo de wuna produccidn eéxcesiva de gas y 4cido, oca

sionando desfrdencs intestintles como los ontes mencionados.



ta intoleramin a 1a lactosa de 1z leche es un problem de gran
importancia, ya que un gran nﬁmero de nifios carecen de 1u enzima capaz de
'_hidronzar el carbohidrato.

Estudios realizados en !¥xico han’ detcrmmndo que aproximdamente

un 70% de la poblacifn adultn presentan una mla ubsorcidn de lactosa.

Estos estudios han utilizado como indice de aksorcién de laoctosa
1a prueba de tolerancia a la glucosa, In cual, por su propiz naturaleza, re
quiere del uso de dosis famncolégicus del carbohidrato (2 g por kg de pe-
50, hnsf.a 50 g) equivalente a la ingests de un litro de leche.” (7).

Apraximadamente un 508 de los pacientes con deficiencin de lacta-
sa, presentan intolerancia a dosis fisiolégicas de leche y gencralmente es-
te grupo de poblacifn disminuye su ingesta de leche y productos ldcteos sin
prosentar carmbios de importancia en su estado nutricional, mis adn en algu-
nos casos la intolerancia se puede evitar reduciendo la cantidad de leche -

ingerida.

Cnn'o]_. fin de evitar los problemas que presenta la intolerancia
a la leche, diversos grupos de investigadores han realizado estudios compa-
tivos de obsorcifn entre la leche comin y la leche hidrolizada, demostrando
que con ésta diltima sc logra un consumo adecuado, sin presentar sintomtolo

gia ¥y con un buen aprovechamiento de todos los nutrimentos:de la leche.



Es por ésto que sc ha dado énfasis a la hidrblisis enzimi
tica de la lactosa previa al consume de leche. Se ha demostrade que
llevande a cabo una hidrflisis del 70% de 1a lat_:tosa contenida en la
leche, hay una buena aceptacibn de &sta ¥y no se prescntan problemas

de intolerancia.

En 1a actualidad, cntre las empresas e instituciones plibly
cas como Liconsa y el Instituto Nacional de la Mutricién, se ha fo--
mentado la investigacibn on este toma y se han cstoblecido convenios

para la produccifn, primerc 8 nivel piloto y posteriormente en gran
escala de leches y f6rmilas de leche lactosuero hidrolizadas para ser
utilizadas en pacientes con problemas hépatico-renales o cardiovascu
lares o digestivos, asi camo cn personas intolerantes a la lactosa -

sin padecimientos adicionales.

A partir de la produccién preliminar de leches y f6rmulas
de leche lactosuerc ya hadrolizadas, se ha generado en Liconsa la ne
cesidad de contar con varies meétodos para la cuantificacibn del por-
centaje de hidrblisis con la mayor exactitud y precisién posibles, -

ademis dc establecer un método, de preferencia el mis ripide, fhcil
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y econbmico, para que se lleve a cabo en ¢l futuro, y uno o varies -
de control pam confirmacibn, quedando como referencia para utilizar

se cada vez que sea necesario.
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Estudiar comparativamente cuatro métedos anzliticos para la deter
minacién del porcentaje de hidrélisis-de lactosa en una leche h:ldt"olizud:l.

Selccciomr dcntro de los métodos cxpcrimentadus el mis npmpiado
en cuanto a confiabilidad, rapidez b4 cconamfn para un control industrial -
en la produccién de lechc hidrolizada,



GENERALTIDADES.



2.1 Leche. Beneficios y limit.ac-.icnos.'rr."'

La 1cchc- es un liquldo sr:grcgndo por las glﬁndulas mamrins de’
las hcmbr:ls de los mnmiferos, tras cl nacimicnto dc 1a criu. Es un llquido .
de composicifn’ compleia, b_lc_mc:o Y clpncq, o’ sabor d}:lcc b4 rcucc_.16n iénica

cercana 4 la ncutrulida_d.ﬂ

La. funcibn m:'ltl‘u"il].' de _1n' 'lé'cl'l‘ef'es 1o dE_scr el alimento exclusi--
vo'de los mamifcros jévenes durunte el ;Scrio;lo critico-de su existencia, --
tras el necimicnto, cuande el desarrollo cs répido. y no puede ser sustitui-

da por otros olimentos. (.1)

_ La leche de vaea es un alimento popular completo, cns:i equilibra-
de, de ffcil 'udquisi-cié'n en la mayor parte de las zonas de todos los paises,
Conticne los elementos nutritives mis valiosos parz cubrir los requerimien-
DS em:r;;éticos' néccsarios, como son las proteinas de origen animal, glfci-

dos, 1fpidos, sales minerales y vitaminas.

La leche no os completamente estéril y estf sujeta, como todo pro
ducfu biolSgico, a coptaminaciones de importancia cuando no se maneja co---
rrectamente. Bs igualmente un medio de cultivo ideal para un gran nimero de
gérmenes patbgenos o sapréfitos. También es un preducts que sc altera muy -
Ficilmente, especialmente bajo la accién del calor y numerosos microorganis
mos pucden proliferar en ella, en especial aquellos que degradan la lactosa

con produccifn de dcido, ocasionundo la floculacifn de una parte de ias pro

« 10



tefnas. (1, 33}

La leche representa un alimento importante desde varios puntos
do vista:

o, Calidad nutricional. La leche constituye una fuente importan-

te de cuando menos ocho nutrimentos, posce proteinas de alta calidad, y _ﬁn
contenido y biodisponibilidad alta de calcio, riboflavina, niacina, vitmﬁi

na Blz’ fosfatos y iodo.

b, El sobor de 1n leche es wry aceptoble y sobfépasu,"siﬁ lugar’
a dudas, el sabor de dictas clementales o productbs a bqﬁfz de otros alimen
tos, . . _. .

¢. En el desarrollo de una [@mﬁlu para alimentacién 1iquida, un
aspecto de vital importancian es 1z funcieonalidad, siendo bsta 1a capacidad
de un ingrediente para interactuar con otros para resultar en una _£6rmu1n
final. La leche cs altamente fumecional, siendo estable al calor y capaz de

penuanecer en soluci{m cn presencia de grasa, mincrales y agua. (7, 16 )

El papel que desempefia 1la leche en la dieta contempbranca, con
la que se intenta proveer un nfimere significativo de mlorins ¥ nutrincn-
tos esenciales, depende de una serie compleja de factores diversos de indo

le socianl, econfmico, cultural, geogriifica, etec, [ 11, 27 )

. 1n



- 2.1.1 Lo leche.

La leche es una meicla compleja, tanto poy Ia nawturalezs de sus cons
tituyentes como por su estado fisico. Cuantitativamente, es el agua ¢l componen-

te mis importante que actln como medio en el cual se encuentyan:

. a) Sustancias en estado de dispersién celeidal, tales como micelas de fosfocasel

nato céleico, citratos v fosfatos de Ca y Mg y seroproteinas,

" .b) Sustancias en estado de emuslsibn: 1ipides, esteroles y vitaminas liposolubles,
en forma de glébulos rodeados por una membrann de lipoprotefnas,

¢) Sustancins en solucifn verdadera, de bujo peso molecular, unas no ionizables
{azficares, etc.) y otras ionizables (fales, vitaminas hidrosclubles, afinefel’
dos), que presentan diversos equilibrios de disociacién, no sélo entre s, si
no en el sistema coloidal, (5, 37 ) e ‘ .

De los constituyentes de 1la leche, nlgunos se sintetizon en la "glén- -
dula mmr:ia, en tanto que otres provienen, direcr.amcnté, del sucro snn'guineo. o
Independientemente de las variaciones en composicién dcbidns.n 111_. especio, ¥ 1i-
mitfindose a la de vaca, la composicién de la leche pt-nede variar entre limitcs'
bastante amplios, por una serie de factores fisiolbgicos, genéticos y.nnbicntulcs.
as{ coms 1a raza, la alimentaciém, la estacibn, la lactacibn y otros factores de-

menor importancia son 1a edad, ordefio, ctc., ( 37 )

a) sustancias i estado de dispersién coloidal, _
Dentro de este grupo, las sustancias nitrogenadas forman la parte
mis compleja de la leche y la peor conocida, tanto respecto a su constitucién -]

me a las transformacicnes que pueden experimentar, sin embargo, las protefnas --
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lﬁcteas reprcsentan u:na de las myotes cantribuciones a la nutricién humanz.
-Ln dispcrsidn coloidul en 1a leche es rruy estable, incluso a temperaturas y con
centmcioncs exr.rems' en general. se recupera la dispersién normal despuds de
.una congelacifn o desec.aci&n, circunstancia que reviste gran ierortancin desde
el punto de vista dé su tecné:login.

La caseina es la profcina mis obundante de 1a leche, e¢s un complejo
de prnicims espec{ficas que contienen grupos fosféricos, esterificades en la
serina o treonina. Tienen un cdracter fuertemente ficido, debido a grupos carbo-
x{licos libres y-a los de ficida fosférico, Se puede definir, de forma simple,
como la proteina precipitada por acidificacién de la leche despatada a pH 4.6
y 20°C. Por su alto contenido en aminoficidos esencisles, las caseinas tiencn un
valor nutritivo de primer orden, para la sfntesis de protefnas cn el recién na~
cido, y ademis, asumen un papel importante en el transporte de minerales.

Las moléculas de eascina se asocian con iones Ca*? y Mg"'z, formando

2y 5’01;3 que 1leva la le-

estructuras micclares, Por ello, las cantidades de Ca
che, exceden a las de una solucifn acuosa saturada.
La micela estd formida por una mezcla de protefnas que pucden n_i.sr-
larse por clectroforesis y ciuya concentracifn relativa, en la leche de diferen-
tes especies, varfa considerablemente. La caseina ha sido separada en cuatro
principales componentes: o, , 3, Z’ ¥ K - casefna, que varfan, principal-
mente en el contenido de f6sforo ( 1.0, 0.6, 0.1, 0.2% Tespectivamente) ¥ en la
composicién de aminoicidos. En la leche de vaca, la caseina total contiene apro
ximdamente 60% de la & , 258 de la /3, Stdela )’ y 10158 de 1a K casef
na. (26, 36, 37 ) ' '
En la X caseina se han identificado cuatro componentes o, s1*

.. 13



X 530 ©X g3 OA g4 Y vaTiantes genéticas, que se designan por letras mayts-
culas (A, B, C, D). La casefna = ¥y /-J' son sensibles a la precipitacidn en
' presencia de pequefias cantidades de calcio dienizado, en combio, la K cusefna,
‘nctGa como estabilizante frente nl cnlcio, para las otras casefnas, Ademis, el
éontenido de nitrégeno de la K casefna (14.3%) es inferior al de las otras ca
sefnas (15.6%), ya que cs una glicoproteina con tres tipos de glicidos: gnlacto
sa, guln.ctosami.na y el 4cido sidlice.

Cabe hacer mencidn de que la cascina E’ tiene una secuencia de a-
minoficidos muy similar o una parte de 1a molécula de la {3 caseina, y por tan-
to se considern que la cascina 6‘ es el resultado de una degradacién o una sin
tesis incompletn de la fraccién /3 . (4, 2, 30)

Las proteir_ms del suere que permnecen cn solucién, después que la
caseina ha sido scparada de 1z leche, se conocen como proteinas de suero © serg
proteinas, La concentracidn aproximida de las principales seroproteinas de 1la -
leche son: ﬂ -lactoglobulina 0.4% ;5 &% -lactoalb@mina 0.1% ; globulina e inmu-
noglobulina 0.07% y seroalbfimina 0.03%, siendo la )3 -lactoglobulina 1a proteina
mis abundante del sucro de 1la leche. [ 5, 37 )

b) Sustancias en estado de emulsidn,
Esta [nse desempefia un papel muy importante en la estabilidad de
los productos lﬁcteos v es el origen de las reacciones de deterioro mis comunes.
La grasa de la leche se encuentra dispersa en forma de glébullos Yy
esti compuesta fundamentalmente de triglicéridos. Cada glébulo de grasa cstd cn-
vuelto por una membrana lipoproteica que estebiliza 1a emulsién. En la leche, es
ta membrann procede «del plasmalema de las células sceretoras y estd formada por

las capas tipicas de las mombranas biolégicas, Sus lipidos son, principalmente,

. 14



fosfolipidos pore fmthiéh_épritlenu glicéridos, esteroides, ete.; ésta membrana
es nltel_:_'adn'po:r_ lﬁs_'trai:q.mientds_mcﬁnicds. '

En el cuadro 1, se mestra la composicién de los 1ipidos en la leche.

© - pctualmente, sc han detectado cerca de 400 fcidos grosos cn la grasa de

1a lechc, ;sin emBurQo, 1a mayoria de cllos estin presentes en cantidades muy pe-
quefias., Los ﬁcidos:grdsns presentes son saturados ¢ insaturades (con uno a cua--
trc"doblcs. enlaces); la mayor parte de los dcidos saturades conticnen un niimerc
par de dtomos de carbono, desde el butirico al araquidico. La presencia, en la -
leche, de los fcidos lineleico y linolénico puede ser particularmente interesan-
lte, i:ucsto que el cuerpo es incapaz de sintetizarles, al igual que muchos amino-
ﬁcidas, v por tanto, son constituyentes escnciales de la diecta. ( 12, 19, 37 )
En cuanto al contenido de las vitaminas liposolubles, se enatentran to-
das ( A, D, Ey K ), pero la cantidad de cllas depende de la alimentacifn en el
caso de 1a A, de las radinciones solares para la D, ¥ 1a E y K sélo sc encuentran

=n estado de trazas. ( 5, 37 )

c) Sustancias en solucién verdudera,

Esta fase puede considerarse como formada por el conjunto de sustan
cias disueltns cn el agua, de bajo pese mléculﬁr, principalmente la lactosa y
las sales. . .
*  la fase I{._{di'i(:a, reducida a la 501uci_§n de moléculas pequefias, tiene
una propiedad importante: la constancia g!c_:"su compasicibn molecular, ésto os que
1a cantidad total do moléculas no disocindas y-de iones en 1a unidad de volumen,
varia muy peco, (1) . .

la lactosa es el finico azicar ciuc sc¢ cncuentra en la leche en cantidad

v 15




Cuadro 1, ) .
Composicibn de los 1{pidos de la lechec. -

Lipido _ ‘ : Peso { %)
Triglicéridos - e
Diglicéridos - o8 -0.88
Mmogl.lcéridos . 0.016 --_0._@35
Acidos grasos 1ibres B FS R SV
Esteroles libres . : . - 022 - O."_Illg
Fosfolfpidos - o -0t
E;tcfcé_@c esteroles I S ‘trazas- .
Hi:_lrbf.hrbu_ros' . N fraz_ué
Vitaminas liposolubles © 0.0007 -~ 0.0085

(37



importonte; otros azlicares presentes en baja conccntraciér_l, Q.on 1:1. glucosa y go-
lactosa. También se encucntran en la leche diversos dcrivados fosforados de la -
glucosa, guinctosa. fructuosa y lactosa, en concentraciones que oscilan de 1 o -
65 jxg/ml, y oligosacAridos que, por hidrblisis, liberan galactosa, manosa, Sci-
-do neurnminico y acetilpglucosamina, ( 5 ) '

El contcmdn de lactosa de la leche varia bastante con’ la cspccxe, sien:
do el de mis alto valor el de la mujer; por €ésto, en 1la pr[u:t:lcn, n 1a leche de '
vaca, sc afisden nzdcares cuando se usa cn la alimentacibn i.nfnntil. Ln 1nctosa -.
tienc un poder edulcorante de 1/5 de 1a sacarosa, ) ’ :

Dentro do este grupo, 1z lcche contiene nlredcdur de 1% dc sales, ccms-‘
tituidas por cationes metfilicos y aniones orgdnicos e morgﬁnicns. !31 contcnido : ‘
en cenims es del orden del 0.7% y los elementos mis nbundantcs on ullas son._Na. L

X, Ca, Mg, P, Cl y S.

-De los aniones orgﬁmcos el mﬁs ahundnnte es: el citmto. Dc 1os consti-' i

tuyentes mayoritarios son particulamente iupormntas el Ca y P, tnnto desde e1

" punto de vista nutritivo camo por su papel en cl cstndo £isico y estubilidnd dcj‘: .,

las casofnas, L

Adema$ de los elementos citndos cstﬁn prescntes ot'ros metales cn xmy pe o

quefins cantidades, De ellos, algunos estfn unidos a frncciune*' pmteicns o cn 1a

superficic de los glébulos de grasa y en su conteriido es bastante cnnstm_mtg,_en i
tante que otros se encuentran en la fase scuosa y su nivel varfa con 1n|:nntidnd
ingerida en la dieta, Los elementos que se encut‘:ntrnn.en 1a teche son alwni.nio, . _"
boro, brome, cobre, crome, jode, fléor, fierro, rrulnganeso.. zing, trazas dc él.r'éé-:_:‘

nico, cebalte y plome. . - Ly

la leche es una fuente importante de vitaminas parn el hembre,’ l.'ls vitn-
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" minns hidrosolubles proceden, cn parte, del forranje, pero en su mayorfa, son sin
tetizadas por las bacterias del rumen ¥ su cantidnd varfa poco. la leche contie-
ne 1a mayoria de las vitaminas A, D, E, K, tiamina, riboflavina, ficido pantoténi
co, Scido nicotinico, biotinn, vitamina Bgs Byos Acido félico, colina y vitamina
c. (5, 37)

La leche normal conticne gran niimero de enzimis como aldosas, amilasas,
citalasas, estearasas, fosfatasas, galactasas, lipasas, lactoperoxidasas, proten
sas, rvibenucleasas, xantinn-oxidasa. La mayor parte de ellas se caracrerizan por
un elevado grado de especificidad. Apirentemente son constituyentes de la gléndu
la mamaria que pasan a la leche, accidental o inevitablemente, durante el proce-
so de secresién.

Desde el punto de vista tecnolégico, destscan las lipasas por la produc
cién de alteraciones hidroliticas y laos proteasas que provecan lo hidrdlisis de
"la caseina. Hay una lipasa unids a la menbrona de los glébules de grasa y otra -
dispersa en el suero, Cusnds, por tratamientos mecfinicos, se desintegran los glb

bulos, se favorece la lipblisis.

Por otro lado, la labilidad al calor de ciertas enzimas proporciona la
base para prucbas amaliticas, que deoterminan si uno muestra de 1'ec.hc ha sido o -
1o sometida a un tratamiento témico. S '

" La leche contiene gases disueltos como ¢l oz. Nz, ¥ 09, cn proporcién -
que depcnde del tmmnuento. El N €5 un cmnponcntc inerte cn tanto que cl 02
tiene un efecto desfavomblc, por producir cnrancinmicnto oxidativo y pérdida de
vitamina €. El1 €0, estf en equilibrio carbbnico-bicarbonato, cn relacién con el
Pl (37) S
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A, El agua de Iz leche,

El agua constituye la fase continua de la lcche 'y cs el medio de
soporte para sus componentes sblidos y grseosos, encontrﬁndos:e en.dos esta-
dost A '

a) Agua libre (intersticial). Representa ls mayor parte del-agua y en ésta
se mantiene en solucién la lactosa y las sales. Es fsta el agua que sale
de 12 cuajada en forma de suero. . ’

b) A.gun- de enlace, Esta agua e5 el clemento de cohesi@n de los cliw:rsos com
ponentes no solubles y es absorbida a la superficie de estos comptiestos;
no forma parte de la fase hidrica de la leche y es mis dificil de elimi-

nar que cl agua libre., ( 22)

B. Propicdades Fisicas.

« Aspecto. La coloracién de una leche fresca es blanca, yn que las grasas
emulsionadas y las protefnas coloidales dispersan la luz incidente ¥ dan a
la leche este color carscterfistico. Luando Ia leche es muy rica en grasa,
presenta una coloracibn crema, debida en parte al caroteno contenido en lo
grasa.

~ Olor La leche fresca casi no tiene un olor caracteristico, pero debido a la
prosencia de 1o 'grasa, la leche conserva con mucha facilidad los olores del
ambiente o de los recipientes en los que se le guarda.

- Sahor. La leche fresca y limpia tiene un sabor dulce ¥y neutro por la lacto-
sa que contiene, y adguiere, por contacto, [icilmente sabores a ensilaje, -

estable, hierba, ecte. (21, 22 )
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B. Propiedades Fisico-Quimicas.,

1. Densidad, Es la pravedad especifica de 1n leche y es igual al pese en kilogra-
mos de un litro de leche a unn temperaturs de 15°C. La pravedad especifica ge-
noralmente so expresa en grados de densidad, fluctuando estos valores de 1.028
o 1.034, con un promedio de 1.031/32, Cuando se determina la densidad de 1a le
che, el valor observido en el lactodensimetro debe corregirse con base a una -
temperatura de 15°C, agregdndose o sustrayéndese el factor 0.0002 por cada gra
do centigrado registrade arriba o abajo de la temperatura mencionnda,

2. pi., En general, la leche tiene una yeaceibn ibnica cercana n 1o neutralidad, -
Tienc una reaccifn débilmente fcida, con un pll comprendido entre 6.6 y 6.8 co-
mo consecucncia de lp presencio de cascfno y de los aniones fosf6rico y eftri-
co principaimente, Ademfs ¢l pli no es un valor constante, sino que pucde varior
y depende, generalmente, del estado sanitario de 1o gléndulo momaria, de la can
tidad de €0, disuelto en 1a leche, del desarrolle de los microorganismos que -
promieven la produceibn de deido 1fictico, ete, (1, 21 )

3. Acidez, La neidez presentada por la leche-cruda a la valorancién empleada es la
resultante de cuatro reacciones, de las cuales las tres primeras represcntan
la acidez natural,

- Acidez natural,
a) Acidez de 1a caseina Motérim cerca de 2/5 de 1z acidez notural,
. b) Acidez de las sustancias minerales, (:O2 ¥ fcidos orgénicos or1gimles. -
. cen:a de 2/5 de 1a ucidez natural. .
¢) Reacciones secundarias de los fosfates, cerca de 1/5 de la acidez natu--

ral,



- Acidez desarrcllada,
Esta es debida a la formcibn de fcido léctico a partir de lactosa por inter
vencién de bacterins contaminnntes; generalmente una leche fresca poséc una
acidez de 0.15% a 0.16%. Los valores menores de 0.15 pueden scr debidos a 1e
ches mstiticas, sguadas, o bien alteradas con algn producto quimice alcali .
nizante. Los porcentajes miyores de 0,16 son indicadores de contaminontes --

bacterianos,

4, Viscosidad. La leche es un liquido mis viscoso que el agua; ésta viscosidad es

debida o 1o materia grasa en emulsién y a las protefnas de la fase coloidal. -

Estn varia entre 1.7 y 2.2 centipoises.

S.Amto de congelacién, lna de las caracterfsticas m§ constam:cs dc ‘1a leche os

¢l punto de congelacién que, en general, ticne como vnlcr prornedio 0.539°C. -
Esta propiedad permite utiljzarla para detectar. ln ndicién de ngua, yn que és-
ta, al cangelarse a 0°C, influye para que el vnl.or dol punto de congeluciﬁn de

1a leche sc aproxime ul del agun. Las snlas Y. 1 lm:tosa son los componcntes de

1a leche que, por encontrarse on sulucién viscosa inﬂuycn sohrc esta propie--

dad. El rosto de componentes no lnfluya. Ln ncidez mduce 8 una bajo. del punto

de congelacifn. ST . .
Calor especifico. El calor especifico de la -leche_ é's- el nfinaro de ‘ca.uofi‘as nece.
sarias para clevar 1°C Ia temperatura de la linidq'd' de ;;eso"dc 1a loci!e. Estevg
lor es mis elevado que cl del agua. ' IR R g

Punto de cbullicién. Lo temperatura de ebullicién se in:u:m a los 100 17'C al -
nivel del mar, sip embargo, puede inducirse este i'enﬁmeno a enor tempcmtura -
con sféle disminuir la presién del 1{quido, prﬁcticn quc se aplicn en In elubom

cién de leches concentradss al evaporar.
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8. Indice de refraccifn. Es el volor que expresa el fingulo de désvincién dc 1a
luz al pasar del aire a 1la leche, Este vulor fluctda entre 1. 3440 y 1 3485, y .
es5 el resultante de la copbinacién de los fndices de refroccifn de tndos los L
conponentes de la fase discontinua (solutos) y continua (agua] de 1a 1cr_hc. -
Cuando la proporcifn normal entre solutos y solvente se nltem, por la ndici6n'7-.

de agus o s6lidos extrufios, el iIndice de rcfrncmén disnumyo 6 aumntn rcspcc

tivamente. (1, 21, 22 )}

D, Valor Nutritivo de ia Leche.

En ol aspecto nutritivo, la leche se dcfi‘ne, Erecuentementa, comocl
alimento nﬁs completo, en efecto, suninistr'd mis nutxjiéhfoé cséx-xci;izlé.sldué c'uni-_
quier otro. Es una buena fuente de Ca, P, vitamino Biay de pmtci.nas de alta ca.
lidad, y contribuye, ecn gran medida a las necesidades de V1tn.rn1.rm A y Bl' sin em
bargo, os pobre en Fe, Cu, vitamina Cy dcido nicotfnico. ’

La leche es un alimento bésico mque proporcionh la nuturaleza para sa
tisfacer 1as nccesidades y requerimicntos alimenticios del recifn nacilo ¥ con -
un importante papel en la diets del adolcsccntc'y.dql._ adulto, hasta el punto de
que puede servir como casi finica fuente de alimenthci‘;h_. R

La grasa <de 1o leche sirve como fuente :dc éﬁcrﬁin, pero ademds, comg
portador de vit.ami.nas liposolubles. El valor qiix;mtiﬁio de las proteinas depen-
de de su composicién én aminoicidos y de su dif;cstibilidnd; La leche contienc to
dos los aminofcidos esenciales para el hombre, cubriendo todas sus necesidades,
es por ésto, que debide a su alta ealidad dc 1a protcim. que se considera como
una protefna parrén, Quadro A.
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Cundro A, Composicién de mminoficides en la leche.

Aminoficido leche de ' . 7 it oo
(/100 g de protefnn) vaca cruda _ leche en polvo |

Leucina 9.53

Valina : 5.79

Isoleucina 4.72 -

Alanina 3.47

Glicina 1,96 -

Serinn 5.79

Treonina 4.44

Fenilalanina 5.37

Tirosina 4,75

Triptofano 1.4

Total sminofcidos arcmiticos 10.12

Metionina 2.51

Cistina 0.81

Total aminoficidos azufrados 3.32

Acido glutfimico 22.24

Acido aspfirtico 7.69 .

Lisima 7,19 U A

Arginina 3.28 oo e T 308000

Histidina 2,67 .. - . 2.86

Prolina 9.13 . .7 1176

Total aminocicidos esenciales 47.15 - T AT

Total de aminohcidos 10340 108,71

(39)



La cal:ldad de su protcina unidu n1 contcnido en L,msa vitnminns _
©y otras sustnncias, equilihmdas pum su nsmi]acién, haccn qur.- ‘12 leche se con-

sidere gcnemlmntc. como’ un nllmcnto cumpleta. ( 27 37 J

Esto se puedc nprecinr ‘en cl cuadro B. - -'
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Composicién medig de la leche de nlmmns especies, dcdidadas .t

Cuadro B.
. nl consumo hurnano )
Especie Sdlidos‘totales “ Grase:
) 5 |
Vaca 1 - 13 3:4-3.6 .8
Bifala 16 - 22 6-9° 0.85
Cveja 18 - 21 5-7‘
Cabra i1 - 17 4.3-4.4 _
Mujer 1z - 13 3.3 6.6 1.4 0.85 0.23
( 37)




2.2 Alimcntacién de Infantes.

El grupe mis vulnerable de la desnutricién es el de los nifies y. -
desde hace algunos ahos cp el campe de 1o nutricibn se ha considerado gue -
1a morralidad de los nifios es el mejor indicador de 165 problemas nutricio-
nales de un grupo humino. En una poblacidn subdesarrollada, los niﬂos_nuc-;
ren principalmente por enfermedades diarréicns, bronconeumonfa, sarampién y
tosforina que sen padecimientos que se agraven y causan la muerte, scbre to
do cuando previamente existe una mala nutricién, ademis de que la desnutri-

cibn misma causa muchas mertes, ( 6 )

La leche constituye gcne}nlmente ¢l principal o el fmh:—.u alimen-
to durante la infancia. La utilizacién eficiente de los nutrimentos de la -
leche depende en gran parte de ia habilidad para digerir y absorber el car-
bohidrato lactosn en la leche. La deficiencia secundaria de lactasa debido
ala prcscﬁcia de diarren infecciosa, desnutricién energético-protefcs u --
otra enfermednd téxica o inflamatorin que afects la membrana intestinal, -- '
constituye un fenémeno temporal que pucde ocurrir 8 cualquier edad y en ---

cualquisr grupo de poblacifn on los que 1o enfermedad se presenta.

La causa mis frecuente de intolerancia secundaria del carbohidra
to es aquella adquirida durante episodies de diarrea en lo infancia. E1 me-
canismo de la mala absorcién puede estar directamente relacionado a 1a patg
génesis de 1a diarrca o a las complicaciones de ésta como deshidratacidn o

shock. Al mismo tiempo la severidad y frecuencia de estos problemas estfn -
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dircctamente nsociados con el grado de mala absorcién del carbohidrato Y

con la dosis del mismo. La duracién de la diarrea puede estar mis bicn re-
lacicnada con la intolerancia al éarbohidrato que con el apgente primario -
que prodhjc 1r enfermedad inicial, por ejemplo, 1a diarrea cn gast-rocntcri
tis aguda pucde permanccer micntras la lactosa ostfl presente en la dieta,

cuando este carbohidrato se elimina de 1o dieta ocuire, en ln.mayor.fu de -
.lcs ¢asos wia recuperacién ripida. De hecho, unz dieta libre de lactosz --
comparada con una dicta basada en leche de vaca, puede disminuir l1a dura--

cién y severidad de la diarrea.

El estado nutricional, cn general del infhnte, puede estar pro--
fundamente afectado por 14 intolerancia al carbohidrato. Aln cuando la die
ta cs ligera, 1n preseacia de intolerancia & la lactosa estf asociadn con
unz pérdida de peso marcada. El 50% de las czlorfas totales de un infante
son obtenidas en forma de carbohidratos. Por lo tanto, pérdidas de carbohi

dratos pueden producir un déficit importante en la dieta.

Ly presencia de carbehidrates en 1 luwen intestinal, producen -
pérdidas dc nitr6geno y grasas, adema$ de que puede preducir una dilucién
en ia concentracidn de fcidos biliares por debajo del nivel micelar crfti-
co, requerido para una absorcién eficiente de grasas. Por mucho tiempo se
ha recenecido unn asociacién cntre deficiencia de disacfiridos, intoleran--

cia a los carbohidratos y estmtorrea. ( 7 ,31)
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. 2.3 Carbohidratos de la 1eche."

La leche contienc glﬁcidoq libres, dinlizables b's glﬁcidos conbina
dos con Ias ghcoproteinus no dializables. Desde cl puntu de vistn quimlco
se dividen en

a, Gllicidos neutros: lactosa y polifixidos que contiencn lactosa y fucosa,

.

pueden encontrarse libres o compinados, )
b. Gldcidos nitrogenados: glucosamina N-acetilada y galactosamina N-acét_i_

lada, s¢ cncuentran siempre ligados a gllicidos neutros, ._ -_ T
¢. Glicidos fcides: fcido sifilico, ligodos siempre a glficidos neutros o-

nitrogenados,

Lactosa,

La lactosa os el f;mico glf_::xdo neutro libre que existe _.en canti-
dad importante en todas las leches, es el componéntc mis ahmuanté; cl mﬁs .
simple y el mis constante en proporcifn. Se sintetiza on la mama a pnftir ]
de la gluc‘osn sanguinea, ¥ en los numiantes, a partir de ficidos voltiles.
in la leche de vaca, el contenido de lactosa varin poco, entre 48 y 50 )

g/1.

Parn los seres humanos y para numerosos animales, 1a lactosa es,

practicamente, la finica fuente de galactosa.

La lactosa es el factor que limita la preduccibn de leche, es
decir, que la cantidad de leche producida depende de las posibilidades de sin
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tesis de 1a lactoss en la mima (es el clemento soluble mis ubun'dnnte_ Y su

‘actividad osnﬁ;iéa' es mucho 'M_s elevada que la de los otros cdmoncnte'.s].

" La lactosa es una hexoblosa y estd censtituido por una moléeula
de glucesa 'y una de galactasa (fig. 3.1}, unidas por un enlace glucosidico
bcm-(l-dj . El carbono znomérico de la glucosa estd libre, lo cual hace a
la lactosa un azficar reductor. Existe en forma alfa y beta, y por lo tanto .

presenta el fenfmeno de mutarrotacién, (1 ,38)

Al ser un azficar reductor, formn osazeonas, una cianhidrina y una
oxinn, ¥ sc descompone por los flealis. Reduce especialmente al licor cu--
pro-alcalino de Fehling. El poder reductor de la lactosa es considerable-- .
mente mis débil que el de la glucesa. Si se hidroliza la lnctosa, el poder,

reductor aumentn considerablemente. { x 1.37). (34 )

Su hidrélisis os hastante clxﬂcﬂ e5 un azﬁcnr que prcsenta una o

cierta estabilidad frente a los ngentcs qufmicos. se prcc:,su 1 nccién de
los fcidos en caliente para desdeblarlas - - . - .00 .
Cpatplyy  + W0 = Cs"1z°6 Lt Celia%%

lactosa R glucosa --:;:_‘__ghl'a;tosh'

Esta hidrblisis os 1u primcrn fnse dc lu Ecrmcntuciﬁn léctica,
pero no todos las bacterias son aptus para rcnliznrln n pnrtn- de 1a Im:-

tosd.
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Fig. 3.1 Configurncié_n de 1a 1act§5a.
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La lactosa es el componcnte soluble mis abundante de la leche y
constituye la parte csencial del Mtﬁcto seco de los sueros. [n las trans
formaciones experimentadas por 1o leche, la lactosa se encuentra s.iempre -
en la parte acussa: leche desnatada (tras 1o separacién de la crema), maza
da o “bubeurre' (tras la separacién de la materia grasa de la crema), sue-
ro (tras la separacién de la cuajoda de caseina y materia grasn de quese--
ria). (1)

Adslada ia leche, Ia lactosa ticne varias aplicaciones, ya sen
formando parte de productos dietéticos, como soporte y diluyente de diver-
sas drogas en fapmacia, y como compenente de los medios de cultivo de ---

mohos y actinomices en la industria de los antibibtices.

Los jarabes de lnctosa hidrolizada tienen afin poca demanda, pero

ofrecen posibilidades para una mejor utilizacién de este azlcar.

Tambifn la lactosa se utiliza en 1a industria de los alimentos -
por su poder adsorbente como agente base para rotener sabores artificiales,
aromas y colores, y al igual que 1a maltosa se emplca en 1a panificacibn -
yii &ue puede ficilmente interaccionar ¢on protefnas y producir pigmentos a

través de 1as reacciones de Maillard. ( 5 , 38)
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2.4 Digestién de Oligosacfiridos.

S6lo una pequefin parte del glimento que ingerimos se halln en---
forma adecuada para su absorcién en lo sungre o cn ¢l sistema Linffitico,
‘Asf, sustanciss como el agus, sales mincrales mo combinadas, y vitaminas -
no combi.nudns. tal vez no necesiten accién digestiva ontes de su absorcién,
pero el mayor volumen de nuestro alimento ha de experimentnr profundos --
cambios quimicos para que las moléculas resultantes de estos cambios pue-- '
dan serrnbsorbldos. '

Las proteinas y los productos de su desdoblamiento han de ser hi
.drolizados a aminoficides; los oligosacfiridos y polissciridos a azGeares he
xosas, Y 1las grasas a ficidos grasos y glicerol, al menos en parte. Otros -

1i{pidos son también hidrolizados a moléculas de productos mis pequends.

Aunque en el alimento se ingiere diversos carbohidratos, como al
midén o fécula, dextrinas, sacarosa y loctosa o azficar de leche, todas s
tas sustancias se convierten finalmente en el azficar simple, glucosa, que
es el carbohidrato primaric utilizado por los tejidos corporales. La gluco
sa os el azdcar de la sangre y de otros liquidos del cuerpo.

Por digestifn, se entiende el conjunte de las muchas reacciones

¥ los muchos procesos enzimiticos causantes de cstos cambios,
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EL factor mis mportunte para 1a d:lgestiﬁn de los alirrcntos es
1a accibn de lus enzirnas ¥y otros cmnponentcs eSpcciﬁcos de los jugos di--
gcsti.jms.: las c,rxz:’um\s y‘ ‘otros c_omestus importantes en la digestibn son -
's-eg'régn.dds pqr’jdiégféaé-giéﬁdulaﬁ (_73'4 3}

o La mucosa “del trncto gostrointestinal actda como una auténtica -
barrera que impide 1la cntradn cn el cuerpo de grandes moléculas que si se
ahsotbmmn no podriun ser bien ut111zadns. La digestién es la suma de la
h:l_dr611_sis c:_lzimﬁr.icn de las mcmmléculus a compuestos més pequefios que

pueden ser absorbides y ﬁoSteriu‘mcntc metabolizados.

Bn ¢l intestino delgada se completa la dipestifn de los disaciri
ﬁcs ingeridos con los olimentos y la de los formados por la accién de la -
alfa-gmilasa. Esta actividad se hace patente a final del duodeno llegando
0 ser mixima en el yeyuno y continuando en el principio del ileon. Sin em-
bargo, la hidr6lisis de los disaclridos no se produce en ¢l lumen intesti-

nal, sino en las células de la mucosa. Cuadro 2,

El opitelio contienc tres enzimas con actividad beta-gnlactosida

= beta-galoctosidasa con pH éptimo de 4.5

= heterogalactosidasa que dipiere oliposaciridos de composicién diver
sa con enlaces beta-palactésido

= ¥ una verdadera lactasa
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Esquema de la digestién y absorcitn de los glfcidos,

luz ingestinal Vellosidades Células de 1a mucosa

‘7 aIpeig

alfa-dextrinas limices Isematrasa

/, - 3 . mj;am

Anilopeetitn ———p  MaltotTiosa Mal




En la mayoria de los mniferos. 1n setividad de 1a luctasa se i

limita durante el pericdo de lactancia, y desaparece durante el destete. -'_:" S

En el miximo, la actividad de 1a lactasa humana, corrcspondc a un 10 a 15% '_
de 1n actividad de 1a maltasa (100V}. Una actividad luctﬁsica msuficicnte';;['

puede ocasionar, en nifios lactantes, problemas praves. Si, n un niﬂo so 1e

manticne el pecho por un perfodo prolongado, 1a lactosa ingerida pucdo ul-'_‘ o

cenzar niveles de 30 a 40 g/din, lo que excede su capacidad lactésica.

La lactose no digerida es infructuosa para'el"niri‘o“y puedh. -
en lugar de mantener el crecimiento, producir efectos perjudiciales sobre

la flora intestinal. (35)



2.5 Lactasa e Intolerancia o la loctosa,

“Una. enzim es ung proteina de origcn natural que cataliza reac’
ciones biolégicas con un cmrto g'rado de cspcciflcidnd’ en su susencia, la
mayoria de las reacciones qufmicas en lns célitas biolﬁgicamcnte activas -

tardarfan muicho tiemporo_ simplemente no _5o_cfectunr$:1n. '

_ Al hablar de cnzimas relacionadas con alimentos os necesario
.hacer una distim:idn entre Ias enzims mturales ¥y las que son afindidas -
para lograr una modi.ficncién en cl producto final; ambos grupos desempefian
un papel muy lnq)ortan;e en las pro_p_iedndcs de cpda alimento.

La lactasa pertenece ol grupo de 1las Hidrolasas, y como su -~
nonbre lo indica, su secién consiste en hidrolizar diferentes cnlaces qui-
micos con la introduccién de mma moléculn de agua. Dentro de este grupo es
tin las lipasas, las proténsas, carbohidrasas, fosfatasas, etc., lo que .i.n‘
dica que hidrolizan enlaces cn 1ipidos, protcinns, carbohidratos y fasfo--

tos respectivamente. ( s)

“Bn el hombfe_- la lactasa. aparece cn el intestino delgado al fi
nzl del primer semestre de gestacifn y alcanza su actividad mixima al mo--
mento del nacimicnto, Este ni_ifcl de actividad permanece durante lm nifiez y
en aproximidamente un 70§ de la poblacién mundinl disminuye hasta un 5 a
10% ontes de los 6 o 7 afios de edad ¥ on algunes cases hasta los 14 o 15
aftes, (5 , 7) .
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La lactasa i‘nidroliza 0’18 lactosa en los mnnéacﬁridos, gluco
say guluctosa. lo que trac como consccumcm algunns ventajas en 1a elabo-
racién de productos 1ﬁcteﬂs. se hace accesible 1a 1echc ala poblaciéu con
'problcms de intoleruncm ala lactesa} los productos de 1a- hidrélisis pre-:_ .
sentan mayor solubi].:.dnd quc la lnctosn evitfndose Bsi 1os problcmns nso--: o
cmdos con 1a cristalimci6n. Dichos productus ticncn adem.is un poder endul o

'zantc mayor que’ cl dc 1n 1actosn, con 1o cunl. se acclcrnn los procesos fcr-' :

'mntativos bbdiante este proceso se nmplinn lns posibilidades dc 'uprov
char el suero de ln 1cche. e

!‘m 105 udultos existe wna, mrcudn deficiencia para 1a asimila S

' cidn de ia 1nctosn por c.arem::lns

1nctnsn en’su uparato ‘digestivo;: 10 quc_.',__;‘ .

genoTalmente ocnsiona trastornus ustrui.ntcstinalc

La intolerancia :i:‘lhz lactosa c

alta en algunas poblaciones y tribus ncgrnls del Africn. _ e'-igualll'mnncra pre
sentan este misme problema, las poblacioncs dc anén, China Grecia, etc.
{8,15,29 ,38) S e
’ En México, el 75% de la poblacién mayor de seis afios es into-
lerante & 1a lactosa. En general, la actividad de la iactasa intestinal en
humanos se pierde entre los dos y cuatro ofios. de edad, sin embargo, 1la des -
matricibn, las enfermedades gastrointestinales y algunos otros factores, -
pucden ser causas de pérdidas prematuras de loctasa intestinal. Por estas
razones en algunos pafses se fabrican productos 1ficteos con lactosn hidroli
zada. (7))
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Esta forma de deficienr:.ia de lnctasa es hcredada cn form au--

tosémica rcccsi.vn Y por lo tnnto s de ccmlogin primnrin. I—bu.stcn sn:ua--

- ciones especiales que. derivan o una dcficiencia de 1actasa sccundnr.in a sl
gin padccimiento. - '

- Dcficicncm de lnctnsa. "

[.a intoleram:ia a la lnctosa, el _zul:nr ‘de 10" leche; puede ©

ser ntribuido a una deficicncia de lactasn : 1'.1 sindromc 0,5 deb :dnﬁm :
dir con 1a intoleranciz o la lechc rcsultuntn de 5ibil! ;

' proteinns ldctcas, por lo gcnernl a 1a betn-lnctoglobulim dc ln lcchc.

Hay tres tipos de deficiencie a io’. iuctasn:]‘_
1. Deficicncia hereditaria a la lactasa, _ _
En este Shldrom relativamente raro, los sintomas de intolerancia a la
leche como la djarrea y la emacioscién, concomit:antcs a tmstumos en ios -
1fquidos y electrolitos asf como a una nutricién mndccmda Gparccen muy
pronto después del nacimiento. La exclusién de la leche y la alimentacién
con dietn exenta de lactosz, da por resultado la desaparicién de les sinto
mas y el nifio afectado comienza a crecer. Ocasionn_lnu:ntc se reporta que al
gunos lactantes -que parccian ser capaces de digerir y absorber la lactosa,
de todns maneras presentaren sintomas muy graves después de la ingestién
de 1a leche o lactosa. La aparicién de lactosa en la orina era un coarfcter
promincnte de este sindrome extrafio, que parecfa ser atribuible a un cfec-
to téxico directo de la lactosa sobre ol intestino. La exclusién inmediatn

de 1o leche es esenciml, (7, 17 )
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2. Actividnd baja primaria de la lactasa,

Esto es un sindfomc relativamente comin, cn particular entrc las pobla-
ciones no blancas de Estudos Unidos, Australia, asi como de otras partes -
del nundo; Puesto que la intolerancin a la lactosa no es un carficter de la
primera etapa de 1a vida de los adultos con este padecimiento, se presume
que representa un decaimiento gradual de la actividad de 1a lactasa en los
individuos susceptibles a medida que van entrando en edad.

Los signos ¥ sintomos de la intolerancia a la lactosa son los mismos in
dependicntemente de la causa. Estos incluyen calambres abdominales, diarrea
y flatulencia o eructos, Son atribuidos a los resultades del acumlo de --
lactosa dentro de 1la luz intestinal. El azlcar es osmbticamente activo, de
manera que reticne sgua dentro de la luz ¥ la accifn fermentativa de las -
bacterias intestinales sobre el carbohidrato, producen pases y otros pro--
ductos que sirven como irritantes intestinales. Cuando se suprimen les ali
mentos que contienen loctosa, se produce un pronte alivio, asi como preven
cién de la recurrencia de los sfntomas; cn la mayor parte de los pacientes
con actividad baja primaria de la lactasa, no es necesario climinar la le-
che totalmente. Puede suceder que después de un perfodo de ficmpo aparczca
1a tolerancia. En vista de las excelentes cualidades de Ia leche como nu--
trimento, particularmmente en las poblaciones en las que pueden prevalecer
los bajos niveles de lactasa, parece deseable intentar establecer qué nive
les de ingestién de leche pueden ser telerados administrindola en cantida-

-

des gradualmente crecientes., {7 , 31)
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-3, Ac.tiv;dad bajn secundarin de la lactasa,

Debido a que la ingesti6n de la lactosa estfl limitada atn en los indivi
duos normales, la intolerancia a la leche no es infrecucnte como consecten
cia de las enfermedades intestinales, Estas incluyen muchos pndecimicntqs
gﬁstrdiptcstmﬂcs que predominan en pa{ses tropleales, asi como en los no
tropicales, Ejemplos son, el esprue tropical' y ne tropical (deficiencia
del ficido f6lico, que trae como consecuencia una mala sbsorcibn a nivel in
testinal}; el kwashiorkor (sindrome producide por una dicta deficiente en
protefnas animales); la colitis y la gastroenteritis, El trastorno también

- s¢ puede observar después de las intervenciones quirdrgicas para eliminar
la Glcera péptica, en ciruj-ia de "bypass'' © en “reseccifn” del Mtu.stino -
delgado. ( 7 ,17) k '

Mala abscrcifm de lnctosa o5 ung detcmi.mciﬁn ohjetiva, median
te pruebas de laboratorio, de que una dosis deteminnda de lnctusa no ha ~
sido completmmente hidrolizada y nbsorbida en 'su paso por el intestino del
gada. ' ' . '

la ¢ficiencia en la digestién de lactosa va & depender princi--
palmente de la cantidad que 1lega al intestine ¥ la magnitud de los sinto-
mas debido a su digestibén incompleta, dependerf de 1l cantidad que escapa

al colon.,
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De esta manera la fespuesta biol6gica y sintomftica a dosis
pequefias (fisiolégicas) de lactosa, pusde ser may variable, resultando
en que no_todos los individuos deficientes de lactasa presentan mala -

absorcibn y ne todos los casos de mila absorcifn resultan en intoleran
cig a la lactosa. ( 79}
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2.6 Hidrélisis de la leche. -

La hidr6115:ls es 1a dcscomposiciﬁn de un producto por adicién
de ugun El producto dc 1n hidréllsis, por cjcmplo, el hidrolizado de pro
) tefnas cs ung mezcla de 1os amimﬁcidos consl:;tuyentcs. formados al rom--

perso ln moléculu dc pmteim: por roaccién de fcidos, flcalis o cnzimas,

-'(53

&sf,-ioé_.mdterinles protefcos se hidrolizan hasta aminofcidos;
los 'polisuc&ridos' 50 escinden hidrolfticamente hasta monosacfirides; los -
' 6steres, en especinl las grasas y leos acell:es, puedcn saponificarse obte-

-’nicndu e1 ﬁcido grnso y el alcchol de cuyn condensacién derivan. (27 )

_ La industrizi utiliza diferentes enzimas comerciales p;:ra la ma
nufactux_-a oel prnc'esﬁmicnto de un gran nmero de alimentos y la tendencia
actual en 1a produccién, tanto de alimentos como de materias primas para
su clnburécién. es de emplearlas en forma mis continua. Las ventajas son
las siguientes:

2, Son de origen natural y por lo tanto no son thxicas.

b, Son muy especificas en su forma de accifn, por lo que efectian reac
ciones que de otra manera serfan diffciles.

c, Funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pi, por 1o que
no se requieren condiciones drésticas que puedan alterar la natura-

leza del alimento, ni equipo muy costoso.

d. Act@an a bajas concentraciones y su velocidad de reaccifn puede ser
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controlada 6l ajustar el pH, la temperatura y la concdn_trncién do -
1a enzima. l .
c. Son fAcilmente inactivadas despufs de haber alcanzado el cambio de- .

seado,

Las limitaclones para usarlas son su alto-costo y su disponibi-
1idad a nivel industrial; sin embargoe, _cénti.nuamcnté hay -_innovnciones en -
este campo y cada dfa son mis accesibles, :

Puesto que el control microbiolégico del alimenta es miy impor-
tante, la enzima se usa normalmente fuera de su intervalo Sptimo de tempe-
ratura; la concentracién del sustrato es la existente y no se puede modifi
car de mancra sencilla. En general, el alimento no se ajusta a las condi--
ciones 6ptimas de asetividad de su enzima; lo mis importante en una empresa
s detetminar si 1o enzime modifica ¢l alimento favorablemente 2 un costo

razonable en las condiciones que prevalecen,

La fuente mis comm de enzimas comerciales son los microorganis
mos, cuadre 3, , punque también hay enzimas que provienen de tejides vege-
tales y animales que se extraen con diferentes solventes. las enzimas mi--
crobianas presentan mis ventajas ya que los microerganismos pueden crecer
ripidamente en diferentes condiciones, de manera que es posible ia prodic-

c¢ibfn de muchas enzimas en grandes cantidades.
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Cuadre .;g. '

Fuentes comercinles de preparaciones pnz‘j.m.’u_:ims'. T

Fuente

HONGO

Aspergillus oryzae
Aspergillus niger

Mucor michei

BACTERIA
Bacillus subtilis
Microcogcus lysodeikticus

LEVADURA

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces frogilis
Saccharomyces carisbergensis

VEGETAL
Cecbada
Papa
Papaya
Pifia

ANIMAL

Pincreas bovino .
Mucosa intestinal porcina
Cuarto estdmige de becerros
Higado de res

(5)

. alfa-umilasa, protnusu _
" alfa-amilasa, celulasa, pectj.nasa,

glucosa oxidasa, catalasa, lipasa,
proteasa, antocisnasa, hemicclula-
sd, glucoa_milasu

sustituto de renina

alfa-omilasa, pﬁtenéé'
catalasa

invertasa
lactesa
invertasa

alfa y beta~omilasa
beta-amilasa

papaina
bromel ina

tripsina, quimotripsina, lipasa
pepsing

rening

catalasa



En el cuadro 4 sc mestran olgunos usos de las enzimas mis
comercianles.

La hidr6lisis de lo lactoss produce una mezcla cquimolccular
de glucosa y galactosa, mis dulce que el propio disscfirido; la beta-golag
tosidasa del Saccharemyces fragilis sc ha usado amplismente para hidroli-

zar 1la lactosa de 1a leche y ¢l suere, de manera que el suero hidrolizndo
se utiliza en la manufpctura de varios productes nlimenticlos, puesto que
las protefnas que conticne son de muy buena calidad, Es tambifn utilizade
en leches hidrolizadas para nifios y adultos con problemas de intolerancia -
a la lactosa, asi como para ia elaboracifn de yogurt, helndos o leche en

polvo para ser incorporada a otros alimentos. La lactasa se usa para con-
trolar la cristalizacién de 1a lactosa en helados y asi evitar su arenosi
dad. (5, 32) '

Por otra parte, se ha demostrado que ¢l yogurt (sin leche
hidrolizada) ayudn a mejorar la disgestién de la lactosa en personas con
intolerancia, disminuyendo los sintomas o sin presentarlos; éstoc se dcbe
a que este producto posce una actividad lactfisica propia por 1z adicién
de picroorganismos para su formentacibn, yo que estos microorganismos --

pueden autedigerir la lactesa. {28 )
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Cuadro 4. -

Usos de enziimas cdﬁcrkzi@iés cn 1a ;iiidi:étria slimentaria,

Pectinasa

(52

Frutos y vinos

Enzima -_gf:‘AJimentu - Forma de accién
Alfo-amilasa Pan Produce hidrélisis del almidén, Au-
I menta el contenido de azicares para
1la fermentacin microbiana,
Cereales Conversibn de almidén a dextrinas y
- azfcares.
Cerveza Conversifn de almidén a maltosa pa-
ra una fermentacifén subsecuente,
Celulasa Café Hidrélisis de celulosa a glucosa du
rante el secado del eafé,
Invertasa Azficar Conversifén de sacaresa a glucosa y
fructuosa en confiteria.
Lactasa Leche Conversifn de lactosa a galactosa
¥y plucosa en productos licteos,
Lipasa Queso Maduracién y desarrollo de sabor en
quesos.
Proteasa Queso Coagulacitn de la casefna y produc-
cién de sabor,
Carnes Ablandador de carnes.
Catalasa Leche Destruccidn de i|202 cn leche pasteu
rizada en frio. -
Glucosa oxidasa“ Huevos Elimina glucosa en la deshidratacién
de huevos.
Glucosa isomerasa Jarabes Produccién de fructuosa o partir de

glucosa.

Qlarifican jugos de frutas y vinos,
Degradan 1o pulpa y focilitan 1a ex
traccién del jugo de las frutas,
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METODOS.
‘Para este cstudio so ui:il'iza;'on' le'clicé '.hid'x-‘oliindns en’ pol\ro
elabumdns por Leche Industrinlizadn Conasupn (LICONSA), las cuales 5on.__

1. Leche dcs:rcmda en polvo al- SDt de hidrﬁlisis. (LDP 50% H)
2. Leche descremadn en polvo nl 75% dc hidrélis:s (LDP 75% IIJ

3. Leche.entera en polvo al 50‘ de- hidr&l:.sis. [LEP 50% Il)
4. Leche entera eon polvo ‘al 80( de hidrélisis. (LE]" 80% H)

El proceso por cl que pasan estas léchcs en t.icbnéa cé: '
a) Para 1cche descremada. . . ‘ . ) )
La leche se hidroliza a cuulquier tclrperamm entre 4 y 40"0. a una can
tidad de enzima dada, a mayor tesperatura, menor os ol tiempo de hidr6lisis;
as{ mismo, a un perfodo dado de tiempo, a mayor tcemperatura, menor cs la -
cantidad de enzim requerida para abtener el grado de hidrélisi.s deseado.

En vista de que debe evitarse en lo posible 1e contaminacién microbiana,
es muy préctico hidrolizar la leche a menos de 10°C , © bien entre 30 y 40°
C en donde el tiempo de hidrélisis debe limitarse & algunas horas ﬁnicam_xg- '
te. ’

La cantidad de enzima en la leche debe ajustarse dependiendo del conte-
nido de lactosa que contenga.

Antes de afladir la enzima, se debe tomar el pil, que debe encontrarse en
tre 6.6 ¥ 6.8, y si no es asi, se deberd ajustar con hidréxido de amonio o

de potasio, ya que se ha demostrado que aceleran la gctividad enzimitica.
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Ya agregada’ 1a enzima a la Iochc 50 debe tener una ugitacién
controlada por todo el tiempo que durc 1a hiclrélisis. esto 05 - importante -
ya que produce un incremento en la eficacia de la sctividad enzimﬁtir_.n. '

(32) . . ST
Cuando se alcanza el grado de hidrélisis descado, la leche se

somete a un tratamiento térmico con el fin de destruir la enzima y de redu

cir la cuenta microbiana. (Fig, 1)

b) Para leche entera,
Se requiere hidrolizar primordialmente la lactosa de la leche descrema-
da; sc reconstituye posteriommente con grasa butirica. Esta mezcla se homo

geiniza, pasteuriza y deshidrata. (Fig. 2)  (25)

El proceso de hidrflisis comprende 1a introduccién de una lac
.tasa de levadura lfquida producida por una cepa especial de Saccharomyces
lactis, en leche o suero. Durante la reaccién, se consume una molécula de
agua y reaccionz con la molécula de arlcar. Las condiciones de reaccidn,
como son temperatura, acidez, concentracifn de lactosa, ticmpo y concentra

cifn de cnzim, determinan la velocidad del proceso de hidrélisis,

.

Se han adoptado algunos métodos snuliticos en 1a cuantifica-~
c:uSn de lectosa cn leche, a pesar de que dichos procedimicntos no son espe
cificos para éste producto, son los utilizados en la determinacién de glu-

COSR.
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Per tanto sc hace necesario 1levar a cabo um'coﬁtparnci&n sis-~
temitica en la splicabilidad y eficiencia de dichos m§todos para el caso de
glucosa en leche. ‘ :

Los mbétodos utilizados serfin 1los siguientes:

1, Glucosa Deshidrogenasa. Gy
2. Glucosa Oxidasa. GOX
3. Somogyi-Nelson

4, Punto Crioscdpico,
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BQUIPO.

Micropipeta do. 50 a.200 )11

1 -
Micmpipcr.te 821, Socorcx. Swiss, -

.

2. _I‘.'specnrofotm:ro. Spectronic 2000. ‘Bauch & Lomb.

3. Centrf.fuga. IEC Centm =75 S
-Inurnncioml Equipmmt Cornpany.. -

Cricscopo.,Flskc Mllk Cmscope. hbdcl M5 =
Fiske Associato ar
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METODO 1. e
GLUCOSA DESHIDROGENASA - < ©" - |

1. Pundamento. - i
la glucosn deshidmgenasa (bota D-glucosa. Nr\ng;c;aofrea@:@ta'sh)".

) tracién de glucosn Ly se. lée en el espectrofﬁtometro a 340 nm.

cn.\

2. Renctivns. o

- n] Solur.ién dcsprotemi.mnto 0.33 M de CIO“
b] So;ucidn rcnc;:.vn. 0,12 }-!_de amortigunder de fosfates con un pH 7.63
0.15 M de cloruro sédico; 10 KU/ Glue-Itf; 0.21 KU/1 de mutarrotasas

0.22 o de NAD,
'é) Solucién patrén de glucosa-lactosa. (Anexo 1)

3. Procedimienta.
a, Pesar aproximdamente 1 g de muestra (leche hidrolizada) ¥ aforar a
100 ml,
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Tomar D.1 ml con micropipcta b4 ngrugar 1m de ia soluc16n desprote:l
nizanl:e.""' Pk T : o ’
Ccntrifug,ur a 2500 T, durnntc 10 min.

Tomar, 0, 2 ‘ml.con microp:lpcm dol sobrenadante ¥ agregar 2 ml de la -

‘ solucl&n reactivu. ’

lncubar de 15“ a 25" dumnte 7'a 17 min,

“Leer a 340 n.m, ajustundo con un blanco prcparndo con 0.4 ml de la 50

lucién desproteinizante mis 4 ml de la solucifn reactiva,
Previamente se construye una curva de calibracidn (absorbancia vs,
cor_tcen'tracién) por medio de las solucicmes patrén glucc'sa-léctosa, -
elaboradas al 40%, 50% y 60% de glucosa, esto cs una concentracién -
de plucosa de 0.015782, 0.0197233 y 0.023670 mg de glucosa/Z.AZ ml que

es la solucién finnl, respectivamente.

4, CAleulos.

Calcular la pendiente de la aurva anterior y utilizarla para obtener la

concentracién de glucosa en 2.2 ml de muestra llevada a leer en el espec--
trofotémetra. A partir del resultado de mg de glucosa/2.2 ml obtenido para
la puestra, sc multiplica por 5500 (factor de dilucién de muestra llevada
hasta

2.2 ml) para obtener la concentracifn de glucosa en los 100 mi de -~

muestra original.

mg glucosa/2.2 ml (5500) (100)
mg muestra

% glucosa base hfimeda =

o 35



\ glucosa buse seca « ~Y.flucosa b.h, (100)°
100 - humedad

% hidrélisis = % zlucosa b.s. {100} (342)
180 (% de loctosa cn miestra)

2,2 ml = solucifn £inal
342 = peso molecular 4e la lactosa

180 = peso molecular de la glucosa

5500 =~ factor de dilucibn = —-0U ml (1.1 ml)
1g (0.1 ml) (0.2 m)
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METOLG 2. ,
o GLUTDSA OXIDASA

1. Fundamento,
La glucosnux1dasn [bem-n gluccsn' migcno 1-ox1dorrcducmsa]
(GOD), cntal:...n 1a’ oxidauﬁn dc glucosu segﬁn la. ecuuc.lén 51gu1en

te:

glur:.osn + Dz + Hz GOD_ — .'dc;iilo glucbnico . il.,o
B pcréxido de hidrégcm formado en esta rcncc.iﬁn reacciona en
o prcsnncil_l de pcmxld:_lsa (donador: hidrégeno-perfxido axidorreduc-
t_nsﬁ) (POB) con 4-aminoantipirina y 2,4-diclorcfenol. Ier copula-
.Ciﬁl'.l oxldante se forma nni:ip.irilquinonimina roja. La cn{xtidnd del
colorante formdo cs proporcionzl & la concentracién de glucosa,

¥ se lec en el espectrofdtometro a 510 nm.

_ 2. Reactivos.

a) Solucién dcsproteiniznni:a. Solucién de tricloroncético 0.3 M

b) Reactivo dé color. 0.1 M de amortiguador de fosfatos y 0.1 M de
limot‘tigundqr tris, pH By 6 kU/1 de GOD; 38 KU/1 de 1OD; 0.25 mM
de d-amipountipirina (4-aminofenazona); 0.3 mM de 2,4-diclorofe

nol.

" Estos reactivos son de Merck no, 3393 de Merckotest.
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c) Solucién patrén de glucosn-lactesa, (Anexo 1)

3. Procedimientao.

a. Pesar aproximadamente 1 g de muestra (leche hidrolizada) y aforar a
100 ml. . ’ .

b, Tomar 0.1 ml con micropipeta y agregar 1 ml de la solucibn dcspmfei-
nizante. .

c. Centrifugar & 2500 tpm durante 10 min,

d. Tomar 0.2 ml con micropipeta del scbrenadante y agregar 2 ml de 1la sp .
lucién del reactivo de coler.

e, Incubar de 15° a 25° durante 15 a 30 min,

£. Leer a 510 nm, ajustando con un blanco preparado con 0.4 ml de la so-
lucibén desproteinizante mis 4 ml del reactivo de color.

g. Previamente se construye una curva de colibracién (absorbancin vs.
concentracifn) por medio de las soluciones patrbn glucosa-lactosa, --
claboradas al 40%, 501 y 601 de glucosa, esto c§ una coﬁccntmci&n de-
glucosa de 0,015782, 0.019723 y 0.023670 ug dc glucosalz 2 m1 que’ es’

1a solucién final, rcspe;txmmntc.

4. Chiculos.

Calcular la pendiente de 1o curva _nntcrior , utiliznrl para obtener la_‘ L

concentracién de glucosa en 2.2 ml de nuestra llc du

trofotémetro, A partir del resultado’ de mg de glucosulz 2 m: obtcnido pam\—
la muestra, se multiplica por 5500 (.Eactor dc dilu:ién dc mcstra 11cvnda o
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hasta 2.2 ml) para cbtener 1;@ concentracién de glucosa en los 100 ml de mues

- tra original. -

me plucosa/2.2 mi (5500) (100}
mg muestra

$ glucosa baso hlmedn =

% plucosa b.h. (100)
100 -~ humedad

% glucosa baso scca =

% plucosa b.s. (342) (100}
- 180 (% de lactosa en muestra)

- % hidrflisis =

2.2 ml solucién final

342 = peso melecular de la lactosa
180 = ﬁeso molecular de lao glucosa

100ml (1.1 ml)
1 g (0,1 ml) (0.2 m)

5500 factor de dilucién =

«: 59



METODO 3.

SCMOGY I -NELSON

1, Fundamento.
) Al hacer reaccionar un azficar reductor, en este casoc la glucosa,
con hidréxido cprico (sulfato de cobre mis hidrfxido de potasioc)
se forma éxido cuprose de color rojo. La base es la donacién de -
clectrones del reductante (que se oxida simultfneamente) al oxida

do i6n tu™ que se transforma en i6n u' :

H

c =0 ' 0=~ C - o
H-¢C- o H-C- oH
o - C - H M - € - H
M- oco-oon te H-cC-o@m * o
H - ¢ - o H-C - od
a0 at,oH
azficar reductor azlcar ficido

I.'; reaccidn no es estequiomftrica pero es reproducible si se conservan
constantes los reactivos y el tiempo do calentamiento, El &xido cuproso -
precipitado insoluble, no puede valorarse fotomftricamente, por lo que se
trata con reactivo arsenomolibdico que es reducido & un idn verdose que -

se mide en el espectrofotdmetro. En este método ¢l factor limitante es el
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agente reductor {glucosa) estando los reactives en exceso, per lo que pue
do usarse para medir la cantidad de 0,0 que es proparcional a la canti-- ~

dad de glucosa originalmente presente. ('3 )

2. Reactivos,
- a) Hidréxido de sodic 0,5 N

by Sulfat'o de Zinc 0.5 N

c) Reactiva de cobre alcalino

) Reactivo de color, Arsenomolibdate
Equipo de reactives parn la determinacién de glucesa por el
método de Somogyi-Nelson modificado. Sigma de Méxica.
no. 135 '

e} Soluciones patrén de glucosa-lactosa. {Anexo 1)

3. Procedimiento,
a. Pesar aproximadamente 1 g de muestra (leche hidrolizada} y aforar o

100 ml.
b. Tomr 1 ml con pipeta volumétrica y ponerlo en un tubo para 'c'éntriﬁ_{

ga de 50 mi.
¢. Agregar 10 ml de NaCH 0.5 N y 10 ml de sulfato de zinc D.5 N

d. Centrifugar a 900 pm durante 10 min.
e, Tomar 1 ml del sobrenadinte a un tubo de Folin y agregar 2 ml del ~-

reactivo de cobre alcalino a cade tubo.
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£,

Dejnr incubar en ngua h:lrviendu durnnte ZD min tapar los tubcs con
canicas. i

Enfriar en agua corrmnte por 1 mi.n

Agregar 2 ml dcl reactivn de color (nrsenornolzbdnto) Yy no mezcl.ur.
Agi.mr hasta que el color csté bmn homogenco.

Afadir ogun destilada hasta la marco del tubo de Folin y mezelar por
inversién.

Dejar reposar por 15 min.

Leer a 540 nm, ajustande con un blanco preparado con 1 ml de agua --
destilada y seguir desde el punto e).

Elaborar una curva de calibracién (absorbancis vs. concentracién) por
medio de las soluciones patrén glucosa-lactosa, claboradas al 40% ,

50% y 60% de glucosa,

Cilculos.

Calcular la pendiente de la curva anterior y utilizarla para obtener

la concentracién de glucosa en la muestra.

% glucosa basc hffmeda ~ P& 8lucosa/35 ml (2100) (100)
mg muestra

% plucosa b.h, (100)
100 - humedad

% plucosa base seca =

o 62



% hidrélisis = % plucosa b.s. (342) (100)
180 (% de lactosa cn muestra)

35 ml

solucidn final
342 = peso molecular de la lactosa
180 = peso molecular de 1n glucosa

100 ml (21 ml)
1g(1m) (1m)

2100

factor de dilucién =
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METODO 4,

PUNTC CRIOSCOPICO

1. Fundumento. . _ .
1a leche o ¢l suero presenta.n un punto de congclncién mis bajo
que ¢l del agua dest:llmin dcb:ldo principalmnte a sus minera-
les disueltos y su contenido de 1n_ctosa. Por medio del punto -
de congelacifn se _detcminilfﬁ la Eoncentmciﬁn de las solucio-
nes, ésto es, medird 1la cmtidad de disolvente en una solucién,
en este coso 1a leche. Durante 1n hidrélisis de la lactosa, la
molécula de lactosa se hidrolizo en otras dos moléculas, una -
D-glucosa ¥y und D-gelactosa, ésta hidrblisis va acomparafiada -
por cl descense correspondiente del punto de congelacién de es

ta solucién, (10, 20 )

2. Reactivos,
a) Solucibn para calibracién -0.027°H o m°C
b) Solucién para calibracifn -0.525°H o m°C
c) Solucién parn calibracién -0.621°H o m°C  (3)

3. Procedimienta.
a, Pesar lo necesario pora tener 10% de s6lidos no g'rasos on leche -

descremada, y 7V de sélidos no grasos parn 1ec.hc cntcm, y nfomr
e 100 ml.
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b. Prender Y dcjnr csmbihmr el crléscupn por.1 hy,
c. Medinnte las 5olw:16n de calibraciﬁn de -0.027°, -0.525° y -0.621"H
calibrar el cr16scop0.

Ya cnlibrado cl apnratu, leer las nucst:rns.

&

Prevmmentc se constmye una curva de calibeneibn, grafmﬂndo grado

e

de hidrﬂisis r.:ontra pmto de congelacién, cmplcandn ya sea leche des
jcremadn en polvo o leche cntcrn en polvo, scgﬁn sea ol coso y cuyo --

-ﬁgmdo dc hidr&lisis sca 50’5 75% y 100%

o
.

; Interpolar cl ptmto crioscéplco de las muestyns en la curva patrén.

4, céiculos.

. 1),_?51'_5" leche -descremada.

3 hidré_li-sis' = 3 hidrblisis (sélidos noggfasnsldc 1a miestra}
: -k : 10

2) Para leche entera.

% hidrblisis = % hidrblisis (s6lidos no grasos de lz‘lrn-ucstra)
’ 7

° H = grados Horvert

m°C = mili grados centigrados
10 = 10% de s6lidos no grases
7 = 7% de sélidos no Erisos

<o 65



DISERD EXPERIMENTAL,

En primer lugar se realizd la determinacifn de la preci--
5ifn ¥ la exactitud de cadn uno de 1os métodos mediante la utilizacién -
de un valor que se considerara como real (valor analizade) de las muestras
utilizadas en este estudio, de acucrdo al método de Glucosa deshidregena-

sa, ya que éste era el que se usaba generalmente para estas mediciones,

Dado que se tiencn 4 métodos para comparar y 4 mucstras ra
ra analizar, se eligié el disefic experimental denominado **Cuadrado Latino™
con la finalidad de evaluar 1 todos a difercntes niveles de grado de
hidrélisis y cbtencr 1a equivalencia entre sf, desde el mmto de vista es

todf{stico. Cuadro 5. (9)

El cuadrado latino es factible evaluario mediante 1la pruc-
ba de Fisher o prucba F, conocida como un método de anfilisis de varianza.
{Anexo 2)

El método consiste en separar, de la varincién total chser
vada, las difcrcntc.s causas o factores de variacién que influyen en cual-
quier experimento y que afectan en distinto grade el efccto de los trata-
mientos. A fin de scparar las diversas cousas de variacibn se sigue el si

guiente orden:

@) Separar los grados de libertad ( GL ) para cada factor o causa de va--

rincién,
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'

tuadre 5. . CUADRD JATIND. * - (d por 4)

METODD

(bl oque}
MUESTRA
{tmatamicnto)

2, 1

1. e (s01)
2. e (754)
3. LEP (500)

4. 1P (5ON)

TOTALES _é;r al




b) Calculnr la sumn de 105 cuadrndos de lns dcsviacioncs de lns obscr\rn--
ciones con: rcspecto I 1u medm, pam cndn causa de variaci6n.

¢) Caladar lns varianzns o cmdrados mcdios para cada factor de yaria---
ciﬁn. BN

d) Probar hxpdtcsi.s pnr medio de lu prueb.: dc F o relacién de varianzas.
(9) .

J\dmnfis .sc-'r'cnlizﬁ 1a prueba de T student como método comple
mentario de ia prucba de’ E Y confirmtivo a los niveles de confianza del -
95 y 598, (Anczn 4
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Era necesario tener un valor que se considerara como real del
grado do hidrflisis de las muestras incluidas en este estudio, para lo ==
cual se analizaron las mismas por quintuplicado con el método de Glucosa _
deshidrogenasa, yn que de acuerdo a la experiencia obtenidn, éste era el

mftodo que arrojaba resultados mis repetitivos. Cuadro 6.

Para cl disefio cxperimcntal.. las muestras se nnalizaron per -

triplicado con cada uno do los custro métodos antes mencionados,

Los resultados se presentan en los cuadres 7, 8, 9.y 10.
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Cuadro 6,

_GLUCOSA DESHIDROGENASA

MUESTRA .
..~ . ( VALOR.REAL }
i.'53.2746 ' .
‘2.:51.4559 % = 51.3661
LDF = 501 H ‘3. 51.8900 S = 1.317
~4..50.9101. . ..CV.= 2.56
- g5.°39.4809° C
: ' }75.8253 )
. - 78.0517 X = 74.860
LDp = 758 H . .. 77,3188 S = 2.0219
: 73.9300. .. . CV.= .2.70
. 73.3516
O “.1..49.5550 C
SR (2. 47.3749 X = 48,8103
LEP = S08 M ... '3, 48,9373 . S = 0.9344
T T e e (§p049.3342 . O 20872
R '%] az.ggéo P
e . 80.3107 " % = 81,2033
. LEP = BOS H 3. 80.9647 = 1.1632 - -
: 40826035 .. CV= 14308
S N30 71+ R ,

gln)ﬂElE

= lcche descrmnada en polvo al 50 y 75% de h1d115115:ls. .

= leche entera en polve al 50 y 80t de h:.drﬁhsis.__“

= promedio

= desviacifn cstfindar

= coeficiente de variacifn



Cuadro 7, -, METODG DE GLUCOSA DESHIDROGENASA

MIESTRA - B GLUCOSA DESHIDROGENASA
e st 50,1787 % = 19.8383
LbP = 50V H . S 72.40.6928 1 'S = 0.2957
coLTiUT T m 3.49.6436 0 OV s 0.5933
[ AR ="97,04
ST s, 74,6798 X = 74.3475
CLDP w75V ML 2, 74,2513 § = 0.2960
S R 3 1416 - OV e 0.3981
e laR'= 99,31
I 1.48.9787 . x = 48,7718
LEP = 50% H © 2. 4B.5991 S =.0.1920
R ,__;,145 7377 . C¢ = 0.3936
I A YR ‘R - 99 gz ......
- 82.9900 % = 80.9001
80,2548 - - S = 1.8534.
(79.4556 . OV = 2.2908
Ceen B ,%5..' 99 52

‘LDp :‘n.:_lcche descrcmda en polvn nl 50 ¥ 15\ de hidrﬁlisis
LEP = ';:lr:chc entnrﬂ e:n polvo nl 50 y am de hidr61.is:i.s

-:'c '.'i,:‘prulmdio ; s ST
8 :;_i-.;dcsvinc:ién csténdar R

o = coeficicnte de variaci&n (rclncién dc 5 con el promcdio}

%R _ - porcentajc dc rccupcrncién (relm:lﬁn del valor real con el valor |
’ obtenido cn los tr]pllcndas) '



Cuadro 8,

METODO DE GLUCOSA OXIDASA

MUESTRA

. 'GLUCOSA .OXIDASA: . . .

i
: 1. 52,9271 X =-52,5736 7
LDP = 508 H 2. 52,0308 S= 0.4772 o
- 3.52.7631  OV.= 0.9076 -
........ e ap g
_ : 1. 72,2037 % = 72.5989
LDP = 753 H 2, 73,2019 5

§=. 0.5222

L¥p = SOVH T

LEP = 804 H -

. 78,3209 : R S

78,5837 508 = 0.3705 ¢

. 79.0920 OV = (0,47 i
P 131‘55279‘ an

;Qmana-g

= leche descremada en polve al 50 ¥y 75% de hidrﬁli_sis

= leche entera en polvo al 50 y 80% de hidr{lisis

= promedio
= desvigcifn estdndar
= coeficiente de variacién

= porcentaje de recuperaci6n



cundro .. - ' METODO DEL SCMOGYI-NELSON

.. SOMOGYI-NELSON

MUESTRA

EE R = L."1..35,2098 X = 33.6190
P = S0% H . 1072, 35,8998 S = 3.44249
e . 2006893 ° . OV = 10,2394

R AR = 65.45
S 30,4534 X = 29.1961
LOP. =758 1= 26,9030 S = 1.9882
. '30.2312 oV = 6.8098

' iR = 39.00
e 21,7381 X = 21.4451
LEP = 50% H 21,1765 S = 0.2799
21.4239 oV = 1.3051

AR = 43,94
49.8368 ¥ = 47,6807
LEP = 80% H 47.8622 ‘s = 2.2522
45.3432 oV = 4.7235

AR = 58.65

r [

290 xfE

e

}

‘= leche descremada en polvo al 50 y 75% de hidrélisis

= leche entera en polvo al 50 y 80% de hidrblisis

= pronedio

= desviacién estindar
= coeficiente.de variacidn

= porcentaje de recuperacién



Cuadro 10. METODC DEL PUNTO CRIOSCOPICO - -

X'=38.21 .
5= 0.002 -
V= 0.1916
4R = 93.87

LDP = 508 H

LR 71,44
;- §= D0.514

YoV = 0.720
AR = 95.42

LDP = 75% if .

S ER w4700

8= g.1212
Qv = 0.257
R = 06.50

CLEP e SOVH

x=78.49

LEP = BOVH 27 s 0466
'3.78,63 . Qv = 0.84

AR = 96.55
= leche doscremada en polvo al 50 y 751 de hidrélisis
leche entera en polve ol 50 y 80% de hidrblisis. ..

= promedio

desviacién estéindar

= cocficiente de variacién

'ﬁgmmag

= porcentaje de recuperaclién



Con respecto a 1la cxactitud detcminada. se puede decir que los
métodos Glucosa dcsh]dmgenaan Glucosa oxidasa 'y Crioscﬁpico tienen bue- |
na exactitud, sobresnliendo ‘el Glucosa dushldrngcnnsn; mientras que el mé
todo del Sonﬁgyi-Nclson mostré ﬁohre cx:u:t.itucl, -ésto.l.f.l..lé al Edmparar los

porciento de recuperacién obtenidos con cl valor considerado como real.

(24 g arden de exactitud seria el siQUieﬁte:

Mitode - Exactitud °
Glucosa deshidrogenasa 98,951
Glucosa oxidasa 97.03%
Sdmgyi-Nclsm ’ 51.76%
Punto Crioscfpico : 95,984

La precisién de los métodos se obtuvd por medio de los coeficien
tes do variacién (CV). El método que obtuvd menor coeficiente de variacidn,
1o que indica mayor precisifn, fué el Crioscépico seguide en orden descen-
dente por Glucosa deshidrogenasa, oxidasa y el Somogyi-Nelson. Este coefi- -
ciente se determina relacionando la desvincibn estfindar con el promedio de

los triplicados. Quedando nuevamente en ¢l siguiente orden:

Mitodo Precisién
Glucosa deshidrogenasa 0.919%
Glucosa oxidasa 1.647%
Somogyi-Nelsen 5.769%
Punto Crioscépico 0.501%
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Pare la comparacién de los métodos se utilizé ex cundmdo lm::.--
no, en donde para aprovechar las ventajas dc esta’ d1str1buci6n. es mdispen. '

sable lo siguiente:

a. Dividir el lote, o lugar de lz cxperiencin en un nﬁmﬂro de unidadcs cxpc

rimentales igual al euadrado del nfnﬂ:re dc traumuentos :
b. Formar hileras y columas de u.n:ldadcs cxpernrr-:ntales
c. Distribuir los tratamientos en tal- formque' ning rhfé:'ni‘.erito's_e..rép.i- '

ta en fila ni en columa.

Para lograr lo anterior, se nrreg‘.lnn los’ trntu.mmntcs hnciendo

permutaciones horizontales o vorticales, como se puede ver en el :undrc 11.

La distribuci6n del cuadrado latino es muy eficaz cuando el nf-
mero de tratamientos estd entre 4 y 10. Se conoce Io variabilidad en dos --
sentidos perpendiculares, por lo cual es muy descable reducir o controlar -
el efecto de dicha variabilidad para disminuir el valer del error experimen
tal. Por otra parte, ticne la desventaja de que es rigido en el nimero de -
repeticiones y en agrupar los tratamientos en hileras y columnas en tal for
m que no se repita ningin tratamiento en fila ni en columa; ademis, se ve

ducen los grades de libertnd para el error experimental. ( §, 14, 18)

Una vez realizade el cuadrado latine, se procede a la coppara--
cién estadistica de 1os métodes, miestras y triplicados medinnte 1a prueba

de F a los niveles de confianza del 95 ¥ 59% que se & en el cuadro 12.
(Anexos 2 ¥ 3)
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10

LoLop
SRR

BER T Nty
T sAHC

. l.ﬂ"
- sov

=808 Il

" 35,2008
~ 35,8998 ...
©. 29,6503
© 30,4534
¢ 26,9039 ¢
. 30.2312
" 21,7381
" 20,1765
S 214230

| 49,8368

48,2600

78.8500
71,6500

48,1000
.. 48,2600 .

1.

-186.4156
T 185.8834
1 180.3260 -

C 248.2769

- A

st

. Lﬁi' (soun

. LD (50MD)

2, we 75wy - |

4. LEP (BOWY)

42,7004

TOTALES

(761,5737:

'2644.2533 " -

£x% "= 161,483,0784




%
2%,
v %

- 5
Cuadro 12, e

- RESULTADOS BEL DISINO EXPERIMENTAL ":?9‘%“’

' (1 whsgt

2y
- FUENTE DE VARIACION oL Fenl F tablas :

. - S Foos o Foor
Bloques o métodos 3 0871 284 431
Tratamientos o miestras . 3. . 97 06 . 2.84 o am
Replicaciones o duplicades - -~ 2 0 094 :-j' ' 3_;;23 N 5.18

" "Brror - . - ] 391.l.' . .

Total” ST

B y. T [.‘5/39] gmdos de libcrtad

I' n1 ﬁ F tublns ‘al 95 y 99% de conflinnza, no existe

- Hipbtesis..

difcmnciu ngnificntiva ontre 1a variable dada,

b’ﬂ?lﬂﬂﬂlﬂ Y1 20 EM¥S
3030 C¢N SISI VI3



Cmm S5¢ puede observar, 1a pmcbn ‘de P renlizndn mestm que:

- existe diferenciu significnr,i\m cntre bloques o métodos, es decir, 105 o
resultados obtenidos con cada método no son equivalontes. '

- existe diferengia signiricnuvu entre trntamientos o miestras, es decir, .
los resultados obtenidos en cada una de las muestras no son cquivalentcs,
ésto se espernba debido a ld inclusién en este disefio de cuatro miestras
con.gmt.ios de hidrflisis d.lfcrcntes.

- no existe diferencin significativa entre replicaciones o triplicados, és-

to demuestra buena calidad en ln ejecucién de los anfilisis.

Para establecer una equivalencia cntre los métodos, se procedid a
realizar wna de las pruebas pira la significancia de las diferencias o las
comparaciones entre los datos obtenidos por el anflisis de varianza, que es
la prucba T de student, con la cual se compararon los promedios y desviacio
nes estindares que se dan cn el cuadro 14, (Anexo 4) :

En el cfleule de esta prueba so consider$ el mftodo de Glucosa des-
hidrogenasa como método de referencia; los resultados de 1a [imcbé y la e=~ -

quivalencia de los métodes a los niveles de confianza del ‘95 y 99t.

Con esta prueba se establecid 1z equivalencin ontre los métodos ob- .
servindose 1o siguiente:
- el mftodo glucosa oxidasa es equivalente al glucosa deshidrogenasa en un

50% de las determinaciones realizadas.



Qudro 13 Lt e T
) ' mﬂ’u\mlm Dﬂmlm lmm\']t 1A'mm T. .

5.84

EQUIVALENTES

@3- W = son nideblists . Hipbtesis, T cal ‘& T tablns nl
' (2) . LDP =" 75% hidrfilsis
(3} LEP = 50% hidrdlisis .
4) LEP. = 80% hidr6lisis : ferencin significativa entre prome--

95 y 99% de confianza, no existe di-

' - N dios comparados.,



- el mftodo del punto criosc@picn es pqulvnlentc al giucosa deshidrogcnasa

en un 25%.

Anflisis Econdmico.

Para ol cdlculo de este andlisis, se tomd como base el costo necesa-
rio para efectuar 10 determinaciones, por concepto de reactivos requeridos -
por cada mftedo y sin considerur el costo ya sen de un espectrofotémetro o -

de un crioscepo.
fncontrdndose la economin siguiente:

1. Glucosa deshidrogenasa 3434.20 / 10 determinaciones

515,40 / 10 determinaciones

$

2. Glucosa oxidasa $ 1413,40 / 10 dcterminaciones
3, Somogyi-Nelsan 3
$

4. Punto Crioscépico 600.00 / 10 determinaciones

Cabe mencionar que el método criosclpico es el mitodo mis rdpido
y fécil en su ejecucién, micntras que los métodos de glucosa deshidrogenasa
y oxidasa son relativamente fdpidoes y ficiles, El método del Somogyl-Nelson
se puede considerar bastante laboriocso.
. .
r
En cuanto al andlisis ccondmico, el glucoss deshidrogenasa resultd
ser cl método mis caro, seguido del glucosa oxidasa, siendo el mis barato
el Somogyi-Nelson. Y en cuanto a rapidez y facilidad, el mejor fué el métedo

del punto crioscépico.
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1, Ecpcr.i:m_tnlmcntc se demostré que los mt".-t:odps incluides en
el estudio, son aplicables para la cumtificacién del grado de hidréli--
sis en leche, pero que la-prccisifm ¥ expetitud de los mismos, en téxmi-

nos generales, no son equivalentes,

2, Bl mejor mérodo para la determinacién del grado de hidréli
sis es el Glucoso deshidrogenass de acuerdo a las prucbas realizadas, so
bre todo por su exnctitud, precisién y repetibilidad, y pueden ser ueili
zados como métodos confirmativos o de referencia el Giucesa oxidasa y el

Punto Crioscépico.

Aunque el método de Glucosa deshidrogenasa es el mérodo mis -
caro, cs cl mis confiable y seguro, 6sto es importante para condcer exag
tamente el grade de hidrflisis que contiene una leche, puesto que serd -

utilizada para pacicntes con problemis de intolerancia o difestivos.

3. Se demostrd que el método del Somogyi-Nelson fuf el método
con menor precisién y exactitud, odemds de que present§ una mala repeti-
bilidad, y por lo tanto no se¢ recomienda para ser utilizado en la deter-

minacién del grado de hidrélisis.

4. El método de Glucosa deshidrogenasa ya se ha adoptado-como
método oficial en LICONSA, ¥ se recomienda efectuar un estudio comparati
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vo interlaboratorios con los métedes de Glucosa: deshidrogennsa, oxidasa y
Punto Criosedpico, con la finalidad de unificar criterios para ¢l empleo

de un mismo método por todos los laboratorios de la empresa interesada,
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"ANEXO 1.

1. Preparacifn de la solucién patrdn de glucosa-lactosa.’

Pesar 4.13 g de loctosa anhidra y 2.17 g de glucosa anhidra aforando ca
da uno a 100 ml con agua destilada. Tomar de cada solucién alicuotas a fin
de preparar soluciones patrfn con contidades diferentes de glucosa y lacto

sa que correspondan a grados de hidrflisis diversos.

% Hidrélisis ml sol. plucosa ml_sol, lactosa
20 0.2 0.8 + 9ml U0
40 0.4 0.6 + 9ml IIZO
60 0.6 0.4 + 9mHO
B 0.8 0.2 + 9ml HZO
100 1.0 0.0 + 9ml HZO

El contenido de glucosa en cada mezcla de glucosa-lactosa se calcula

multiplicando los mililitros de glucosa tomados por 21.7 mg/10 ml.
2. Procedimiento.

a. Tomr 0.1 ml con micropipeta de cada uno de los patroties que se de-
see elaborar y sgregar 1 ml de la solucién desproteinizante,

b. Tomar 0.2 ml con micvopipeta y agregar 2 ml de 1s solucifn reactiva.
Elaborarlo por duplicado.

¢. Mczclar ¢ incubar a 15° a 25° durante 7 a 17 min.
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d, Leer en ol espectrvofotfmetro a la-longitud de onda especificada ante

rioymente para cada método, Se leen sjustande ¢on un blance.

3. Cilculos. h _
Se caleulan las concentyaciones de glucosa en 2.2 ml do solucién final,

de 1a que so llevd a la. lectura en el espectrofotbmetro,

ml. sel. glucosa (21.7) {(0.2)
100 (1.1)

factor. mwg glucoso/2.2 ml =

21.7 = 'mg plucosa/L0 ml
2.2 = alicuota
1.1 = dilucién
be aquf. se determinan las concentraciones de cada uno de los patrones

que fueron utilizados.

Patrdn Concentracidn
% de glucosa mg glucosa/2,.2 ml
40 0.015782
S0 0.019723
60 8.023670
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ANEXO 2.° x
" ANALISIS DE VARIANZA DEL CUADRADO LATINO.

FUENTE DE VARIACION . GRADOS DE LIBERTAD

Bloques o métodos (b) _ . S b-1"y:
Tratamicntos o mestras (£) . (t1) .
Replicaciones o duplicaciones (r) (r-1), " .. Fr =2 R
Error © (bl) (bt+r-2)

Total (btr -1} -
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1.

2,

3,

5.

AN 3,0 . FORMILAS IJI.. G\LCUI.O llh N\.\LISIS oo \\RIANZA Y I'RUEBA F.

Factor de :orreclclﬁn"[c)-.. ) e e
’ o RPN I ERT € o9 LN
. IEED RN I - I L B

Sumd de’ cuadrados totales (SC t&t}'j :

(bl oy

sma do 'c.uad_rrai:.in.'s._d-p rcpl icaciones : (SCR):

"re_'n:l "LE Jz (j_m)z .

SR = (£r1] +£€r21 < £ 131 v £741)2 + (€012 + £ 122 v £ 132 + £ 13207 ¢ (£113 +£r23 +£r33 s€raz)? -

6.

7.

a.

Suma dn cuadradas del error’ (SCE) . _
. - " ' SCE = 5G tot - (S5CB + SCT + 5(R)

Chlculo do 1as varianzas (5%}

. s’ = 5CB ST = _sCT
b-1 t-1
s« _sm 8% = _SCE .
o1 ) @Ter - D)

Cilculo de 1a m-zﬁn {(F}

- ste bloques o mitodos m o= s¥n

Fr = s? T tyotanicntos o muestros

SZE :

-Ilipﬁt:csls prucba F .

Feale., & F tablas 95t y 99t sinificancia. -
© No existe difercncia sinpiflcatlve entre lo varisble dada,

.

. 3 E. replicaciones o

dupllcados
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ANEXO 4. PRUEBA * T STUDINT.

1. Hipétesis: promedios iguales y desviaciones estdndar diferentes,
Xy = % ¥ 5; / 52

2. F6rmula prueba T student.

.

T =

3. Cflculo de los grados de libertad, GL ’
. GL = (n+1) J1+ __ 2° e 2
. 2 Z R
5 + 8§, .
i
) . 2 1

4, Interpretacién de resultados. . L.

T calc. = T tablas 95% y 99% significancia

No existe diferencia significativa entre promedios comparados.

g1
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