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Resumen

El presente trabajo tuvo como propodsito investigar las principales
reacciones y rutas de degradacién térmica del disacarido lactosa en leche
fluida, leches concentradas, lactosuero y dulces lacteos, asi como revisar
la influencia de los compuestos quimicos resultantes sobre las
propiedades sensoriales, nutraceuticas, nutrimentales y potencialmente
toxicoldgicas de los productos lacteos, todas ellas de gran importancia en
los alimentos. En particular, se estudiaron las reacciones quimicas en las
leches pasteurizada, ultrapasteurizada, evaporada, condensada
azucarada, en leche en polvo, lactosuero dulce pasteurizado, dulce de
leche y cajeta. Ademas, también se reconocieron compuestos de interés
analitico y tecnoldégico empleados como indicadores térmicos, a fin de
distinguir cudles resultaban mas adecuados para la evaluacién de
procesos moderados de calentamiento y cudles para procesos mas
severos.

La investigacidén permitid conocer, resumir y esquematizar la vasta gama
de compuestos generados durante las transformaciones térmicas de la
lactosa. Entre los compuestos quimicos formados destacan aquellos con
una contribucion sensorial (maltol, isomaltol, pirazinas y melanoidinas),
nutraceutica (prebidticos: lactulosa, epilactosa, acido férmico y tagatosa,
agentes antimicrobianos: aminorreductonas y antioxidantes: reductonas,
aminorreductonas y melanoidinas), y aquellos utilizados como indicadores
térmicos (lactulosa-lisina, lactulosa, epilactosa, furosina, piridosina, HMF,
CML, isomaltol, isomaltol-galactosilado, lisil-pirralina). Finalmente,
también se forman algunos compuestos de importancia toxicologica
durante los procesos térmicos aplicados a la leche (HMF, furfural, 5-
metilfurfural, alcohol furfurilico, metilglioxal y melanoidinas),
especialmente durante tratamientos muy drasticos. No obstante, estos
ultimos sélo son relevantes cuando estdn presentes en elevadas

concentraciones en los alimentos.



1. Introduccién
La leche es un alimento apreciado no sélo por su excelente valor
nutrimental, sino también por las propiedades sensoriales, funcionalidad
y valor nutraceudtico de sus componentes. Dichas propiedades pueden
modificarse significativamente durante su procesamiento, en particular
durante la aplicacion de los tratamientos térmicos destinados a garantizar
la inocuidad de la leche fluida comercial, asi como de aquellos aplicados

en la elaboracion de diferentes derivados lacteos.

Los principales cambios térmicos provienen de las reacciones quimicas de
los diversos componentes lacteos, especialmente de los mas reactivos y
abundantes, y pueden implicar efectos negativos, como la descomposicién
de nutrimentos o la formaciéon de sustancias potencialmente tdxicas, y
consecuencias positivas, como la formacién de prebidticos y de
compuestos agradables desde el punto de vista sensorial.La importancia
de conocer tales transformaciones radica en que los compuestos
generados influyen significativamente sobre las propiedadesalimentarias
de la leche y de los productos lacteos, asi como en la preferencia de los

consumidores.

Por lo anterior, resulta imperioso desarrollar una revisién detallada de la
quimica de la leche y, en particular, de sus componentes mas reactivos y
abundantes, como es el caso de la lactosa. En ese sentido, se elaboraron
esquemas de las principales reacciones quimicas que ocurren durante el
procesamiento térmico de la leche. Todo ello con la finalidad de advertir
la importancia e influencia de los compuestos formados sobre las
propiedades alimentarias de la leche procesada y los productos lacteos
tradicionales, ya que la plena comprensién de estas relaciones posibilitara

el mejoramiento y desarrollo de nuevas formulaciones lacteas.



2. Objetivo

General

Investigar las principales reacciones quimico-térmicas de la lactosa para

conocer sus productos mayoritarios de transformacion y estudiar la

influencia de estos sobre las propiedades nutrimentales, sensoriales,

nutraceuticas y potencialmente toxicoldgicas de la leche fluida procesada,

las leches concentradas, el lactosuero y los dulces lacteos.

Particulares

Conocer las principales rutas, mecanismos y compuestos generados
por la degradacién quimico-térmica de la lactosa que se forman
durante la elaboracién de leches fluidas -pasteurizada vy
ultrapasteurizada-, leches concentradas -evaporada, condensada
azucarada, y en polvo-, lactosuero liquido pasteurizado, y dulces

lacteos -cajeta y dulce de leche-.

Desarrollar esquemas de las posibles rutas de reactividad de la
lactosa en sistemas lacteos para comprender las condiciones que
favorecen su transformacién en compuestos de importancia

alimentaria.

Identificar los principales compuestos provenientes de la
degradacién de la lactosa para establecer su relevancia en las
propiedades alimenticias de los productos lacteos tratados

térmicamente.

Reconocer aquellos compuestos empleados como indicadores de la
intensidad de los tratamientos térmicos en la leche a fin de
distinguir y entender cuales son mas adecuados para la evaluacion
de procesos moderados, intermedios o intensos y, finalmente,

conocer sus rutas quimicas de formacién.



3. Metodologia

El presente trabajo se enfoco en la blusqueda de las reacciones quimico-
térmicas especificas de la lactosa en leche sometida a distintos tipos de
procesos térmicos para su consumo como tal y de aquellos tratamientos
empleados en la elaboracidon de leches concentradas, dulces lacteos y
lactosuero. Asimismo, se investigd la importancia de los compuestos de
transformacién en diversas propiedades alimenticias. Su estructura se
puede resumir y dividir en diez ejes o actividades esenciales:

1. La consulta incluyd principalmente la lectura de articulos, libros,
enciclopedias y materiales webs especializados del ambito
internacional, asi como del Codex Alimentarius y Normas
Oficiales Mexicanas.

2. En todos los casos se recopilé informacidon actualizada de como
minimo de cinco afios a la fecha. Algunos trabajos previos
referentes a las reacciones quimicas de la leche sirvieron como
punto de partida y guia de estructuracién del trabajo, pues se
trataba de investigaciones pioneras o reviews sobre el particular.

3. El principal motor de busqueda utilizado fue “Google”, y de
manera ocasional “Bing”. Basicamente, se realizé la blusqueda
de conceptos referentes a la lactosa, la leche y los productos
lacteos estudiados empleando los términos introductorios

”

“quimica de la lactosa...”, “tratamiento térmico”, “degradacién

térmica”, “cuantificacion”, “descomposicion”, “cambios
quimicos”, “enolizacidn” y “reacciones de Maillard”.

4. Los conceptos generales que constituyeron el marco tedrico se
buscaron en libros especializados en el tema de la leche y
productos lacteos, mientras que el conocimiento particular
relativo a las reacciones quimico-térmicas de la lactosa se

investigd en revistas cientificas arbitradas.



. En términos generales, se buscaron revistas cientificas
especializadas procurando que tuvieran un alto factor de impacto
anual y por cinco afos. El factor de impacto anual de las revistas
arbitradas se ubico entre 1.36 y 4.049, y entre 0.875 y 4.31 el
correspondiente a cinco afnos.
. De manera ocasional, se revisaron tesis, en especifico, un
trabajo experimental enfocado en la evaluacién del rendimiento
de lactulosa a partir de lactosuero, y material web no arbitrado,
pero de importancia regional, lo anterior con la finalidad
especifica de comparar la manufactura tradicional o local del
dulce de leche de otros paises con la de sus homdlogos
mexicanos, asi como para verificar las semejanzas en cuanto a
su elaboracion, tratamientos térmicos y las potenciales
reacciones quimicas de los productos lacteos.
. Los esquemas propuestos se fundamentaron y adaptaron a partir
de las fuentes bibliograficas y hemerograficas especializadas, vy
se realizaron mediante el software editor de moléculas
ChemDraw Professional 15.0.
Con la finalidad de tener una mayor comprension del contexto
guimico y bioquimico de la lactosa, se elaboraron esquemas
propios de la glandula mamaria y de los productos de
importancia industrial derivados del disacarido.
. A lo largo del documento se emplearon dos tipos de citas: las
integradas a las oraciones o frases de algunos parrafos, donde
frecuentemente se utilizaron varias referencias, y aquellas que
parafraseaban al autor o autores, que en general correspondian
a una sola fuente.

El formato de las referencias se realizé con base en las
Normas APA 2018 - 6°.



4. Marco Teorico

4.1. Generalidades

4.1.1. Leche

La leche es un liquido secretado por las hembras de todos los mamiferos
destinado a la nutricién de su descendencia. Ademas de satisfacer los
requisitos nutrimentales completos del recién nacido, la leche cumple
varias funciones fisioldgicas: las inmunoglobulinas y otros agentes
antibacterianos presentes en ésta tienen un efecto protector; asimismo,
contiene enzimas e inhibidores enzimaticos, proteinas transportadoras
que ayudan a la digestidon; y factores con actividad promotora del
crecimiento (Fox, 2011). La Norma General del Codex para el uso de
términos lecheros define la leche como: “la secrecién mamaria normal de
animales lecheros obtenida mediante uno o mas ordefios sin ningun tipo
de adicién o extraccion, destinada al consumo en forma liquida o a
elaboracion ulterior” (Codex Alimentarius, 2011). La composicion de la
leche depende de la etapa de lactacion, raza, estacién del afio, numero de
partos, edad y salud del animal, alimentacion, niumero de ordefios/dia y
tamano de la manada (Wijesinha-Bettoni & Burlingame, 2013).

En la Tabla 1 se indican algunas especificaciones fisicoquimicas para la
leche de vaca: densidad, acidez, punto crioscopico, contenido de grasa
butirica, lactosa y caseinas. Fuente: NOM-155-SCFI-2012.

Tabla 1. Especificaciones fisicoquimicas para la leche entera de vaca. NOM-155-SCFI-2012.

Especificacionas Limite
Densidad a 15 °C (g/'mL) 1.029 min
Graza butirica (gL) 30 min
Acidez expresada como acido lictico (gL) 1.3 min - 1.7 max
Solidos no grasos ds la lache (gL) 33 min
Punto crioscopico (*C) Entre -0.310 v -0.336
Lactosa (gl) 43 min - 32 max
Proteinas propias de la leche (gL) 30 min
Caseinas (gL) 24 min



4.1.1.1. Propiedades fisicoquimicas

La leche entera es un liquido blanco opaco con un ligero gusto dulce. Su
color esta influenciado porla dispersidén y absorcion de la luz por la grasa
y la caseina (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2009). Fisicoquimicamente, es
una emulsion constituida por globulos de grasa y micelas de caseina
suspendidas en una fase acuosa, denominada suero, que contiene
proteinas solubles, lactosa, aminodacidos, vitaminas y minerales (Braun,
2019). Otras propiedades de la leche entera de vaca son su densidad
especifica, 1.027-1.033 (20 °C), la cual depende del contenido graso; su
punto de congelacién, entre -0.520 y -0.550 °C; el pH, 6.5-6.7; el indice
de refraccion, 1.3440-1.3485; la tension superficial 40-60 mNm, y su
potencial redox, entre +0.25 y + 0.35 V (McCarthy, 2011).

En la Figura 1 se ilustran los principales componentes lacteos.

Plasma lacteo e
Membrana del globulo
graso
Globulos ®
de grasa
e

/

#

Micelas
de caseina

Suero de leche

Figura 1. Fases de la leche y sus principales componentes. Walstra, Wouters & Geurts (2006).



4.1.1.2. Biosintesis de la leche

En el caso de la vaca, las estructuras mamarias responsables de producir
leche se encuentran localizadas en la ubre, suspendidas debajo del
abdomen posterior, en la region inguinal. Cada ubre esta constituida por
cuatro glandulas mamarias denominadas cuartos o cuartetos que
funcionan en forma independiente y drenan leche a través de un pezén
autonomo. Cada cuarteto contiene una cisterna que almacena leche y su
salida se presenta sélo con la ordefia o succién. La leche fluye dentro de
la cisterna por medio de miles de conductos; los mas pequefios reciben la
leche procedente de los alvéolos, estructuras esféricas rodeadas por una
monocapa interna de células epiteliales o alveolares que producen leche
y que conforman una cavidad (luz o lumen alveolar) de almacenamiento
central del fluido. Dichas células, también llamadas galactocitos, estan
conectadas a una extensa red de capilares sanguineos que les proveen de
precursores nutricios. Los conjuntos de alvéolos forman lobulillos, y el
cumulo de éstos, I6bulos. Los millones de alvéolos constituyen, en forma
colectiva, la masa principal de la glandula mamaria, y las células
alveolares, su unidad funcional. Los galactocitos poseen una membrana
plasmatica con una gran cantidad de poros que permiten la salida de la
leche al lumen (Ceroén-A., 2005; Swaisgood, 2008). En la Figura 2 se

ilustra la anatomia basica de la glandula mamaria.

La biosintesis de los componentes lacteos tiene diversos origenes. Los
triacilglicéridos se forman a partir de los acidos grasos provenientes de la
dieta y de aquellos sintetizados en los galactocitos, siendo los precursores
esenciales el acetato y butirato de la fermentaciéon ruminal. Las proteinas
se sintetizan a partir de los aminoacidos del torrente sanguineo o pueden
incorporarse directamente de la sangre. La lactosa se sintetiza a partir de
la glucosa sanguinea, y su caracter hiperosmolar produce el acarreo de

agua y minerales al lumen (Cerén-A., 2005).



Célula productora
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Figura 2. Estructura general de la gldndula mamaria y organizacién alveolar. Esquema formulado en el presente trabajo con informacion recopilada de Cerén-A (2005).



4.1.1.3. Macrocomponentes

Los macrocomponentes de la leche son la grasa, las proteinas vy la lactosa.

4.1.1.3.1. Grasa
La grasa esta presente en la leche como una emulsion de glébulos

dispersos en agua, los cuales varian de tamano entre 0.1 a 22 um. Se
compone de una amplia gama de fracciones de diferentes lipidos. En
particular, la leche de vaca contiene un 95.80% de triacilgliceroles, 2.25%
de 1,2-diacilgliceroles, 1.11% de fosfolipidos, 0.46% de colesterol, 0.28%
de acidos grasos libres, 0.08% de monoacilgliceroles, 0.02% de ésteres
de colesterol y de las vitaminas liposolubles A, D, E y K. Respecto a los
acidos grasos, alrededor del 65% son saturados, 32% son
monoinsaturados, y 3% poliinsaturados, mientras que el tamafo de las
cadenas varia entre 4 y 18 carbonos. El acido graso que otorga el sabor
caracteristico de la leche es el butirico (4:0), no obstante, cabe recalcar
gue no es el mayoritario en la leche de vaca (Early, 2012). La Tabla 2

muestra el perfil de acidos grasos en la leche de vaca.

Tabla 2. Perfil de dcidos grasos en la leche de vaca. Early (2012).

Acido grase . . Concentracion
(Ahreviacién) Nombre comtin (/100 g grasa lictea)

40 Acide butirico 332

6:0 Acido caprico 234

8:0 Acido caprilico 1.19
10:0 Acido caprico 281

12:0 Acido laurico 33

14:0 Acido miristico 1141
14:1 Acido miristolsico 263

16:0 Acido palmitico 2053
16:1 Acido palmitoleico 33

130 Acido estedrico 084

18:1 Acido oleico 2739
182 Acido linolsico 278

18:3 Acido linolenico 0.39



La estabilidad de la emulsion se debe al caracter anfétero de la membrana
del glébulo graso de la leche (MFGM, por sus siglas en inglés) que
envuelve cada glébulo. Esta membrana es una bicapa fosfolipidica rica en
proteinas, glicoproteinas, glicerofosfolipidos, esfingolipidos, colesterol,
enzimas y componentes traza, la cual resulta del mecanismo de secrecion
de las células epiteliales. Los fosfolipidos son excelentes agentes
emulsificantes y evitan que los glébulos de grasa se agrupen e inicie la
coalescencia, estabilizando asi la emulsién lactea (Gantner, Miji¢, Baban,
Skrti¢ & Turalija, 2015). La Figura 3 ilustra la formacion de los glébulos de

grasa y su secrecion al lumen del alveolo mamario.

N

Celula alveolar )
o productora 74

de leche . %\}S |

e 1

Glicolipidos
(Galactocerebrosidos
y gangliosidos)

A0
Wiy

Esfmgomielinas

Proteinas

glmos:ladas\élg:fff"'

Glicerofosfolipidos

Membrana del
globulo graso
de la leche

Figura 3. Secrecion de los glébulos grasos de la leche al lumen alveolar mamario. Esquema formulado en el presente
trabajo con informacion de Gantner et al. (2015).
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4.1.1.3.2. Proteinas lacteas

Las caracteristicas finales de los productos lacteos dependen de las
propiedades de las proteinas nativas de la leche, aunque la grasa, la
lactosa y las sales tienen también una influencia significativa. Las
proteinas lacteas se pueden fraccionar en dos grupos bien definidos: las
caseinas y las proteinas del suero, también denominadas seroproteinas.
La composiciéon proteinica de ambas fracciones se presenta en la Tabla 3
(Fox, Uniacke-Lowe, McSweeney, & O'Mahony, 2015)

Tabla 3. Proteinas en la leche de vaca. Foxet al. (2015).

Componente Concentracion (g/100 g)
Proteina Total 351
Caseinas 286
os-caseina 11.5
osz-caseina 30
f-caseina 9.5
K-caseina i4
r-caseina 1.2
Proteinas del suero 6.1
p-Lactogloblina i1
o-Lactoalimina 1.2
Proteosa peptona 1.0
Inmunoglobulinas 0.8
Albimina sérica 0.4

Desde el punto de vista nutrimental, las proteinas de la leche son de
excelente calidad, suministrando todos los aminoacidos esenciales para la
vida humana (Fernandez-Fernandez et al., 2015). Por esa razén, compiten
con la calidad de las proteinas de la carne y sélo son ligeramente
superadas por las proteinas del huevo, que se han constituido en el patrén
de la FAO (Wijesinha-Bettoni & Burlingame, 2013). Adicionalmente, tanto
las caseinas como las proteinas del suero poseen constituyentes
bioactivos de gran interés como agentes nutraceuticos (Petrotos, Tsakali,
Goulas & D'Alessandro, 2014).
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4.1.1.3.2.1. Caseinas

El nombre caseina proviene del latin caseus, que significa queso, y es la
proteina lactea mayoritaria, ya que constituye cerca del 80% de la
proteina total y, como se indica en la Tabla 3, se dividen en varias
fracciones, por lo que habitualmente se habla de caseinas. A diferencia de
las proteinas del suero, las caseinas son estables a altas temperaturas,
resistiendo el calentamiento a 100 °C a pH 6.7 por 24 h sin presentar
coagulacion. Son fosfoproteinas que estan presentes en la fraccion coloidal
de la leche en forma de micelas que, ademas de fosfato, contienencalcio en

suspension (Fox et al., 2015; Early, 2012).

La NOM-155-SCFI-2012 establece que las caseinas son el conjunto de
polipéptidos sintetizados en la glandula mamaria de la vaca, que
pertenecen al grupo de las glucofosfoproteinas y que precipitan a un pH
de 4.6 a 20 °C.

Inicialmente, la caseina se consider6 como una proteina homogénea, no
obstante, su heterogeneidad fue demostrada en la década de 1920,
nombrando a las tres fracciones como a, By Y caseinas segun el orden de
movilidad electroforética. No obstante, actualmente, se considera que la
caseina esta compuesta por cuatro fracciones: asi-, as2-, B- y K-caseina.
Entre éstas, existen cinco cambios estructurales que se conocen como
microheterogeneidad, destacando entre ellos la variabilidad en el grado
de fosforilacién y glicosilacion, la cantidad de puentes disulfuro, los
productos generados por la actividad hidrolitica de la enzima plasmina
propia de la leche y el polimorfismo genético. La nhomenclatura de las

caseinas de la leche se indica en la Figura 4 (Fox et al., 2015).

12



(CN: casecina
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Figura 4. Nomenclatura de las proteinas de la leche. Foxet al. (2015).

Las caseinas, en especial la as2-caseina, y las proteinas del suero, son ricas
en residuos de aminoacidos basicos como la lisina, la arginina y la
histidina, como se expone en la Tabla 4, por lo que durante los
tratamientos térmicos de la leche se pueden desarrollar cambios quimicos
significativos del oscurecimiento no enzimatico de los alimentos, como la
reaccion de Maillard, debido a la reaccion de la lisina con la lactosa,
carbohidrato que tiene propiedades reductoras (Fox et al., 2015). En lo
que se refiere a productos concentrados como leche evaporada y leche en
polvo, una fraccién de la lisina no es aprovechable por las interacciones
que este aminoacido establece con la lactosa (Wijesinha-Bettoni &
Burlingame, 2013).

Tabla 4. Composicion de aminodcidos bdsicos en las caseinas y principales proteinas del suero.
Fox etal. (2015).

. Caseinas Proteinas del suero
Propiedad 52
0:1-CN B-8P 0¢:2-CN A-11P B-CN A°-5P  k-CN B-1P a-LAB B-LGB
Masa molecular 23,614 25230 23,983 19.023 14.176 18.363
Residuos de 199 207 209 169 123 162
aminoacidos
Lisina 14 24 11 9 12 15
Arginina 6 6 4 5 1 3
Histidina 5 3 3 3 3 2
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4.1.1.3.2.2. Proteinas del suero

Las proteinas del suero comprenden principalmente a la B-lactoglobulina
(B-LG), la a-lactoalbumina (a-LA), la albimina sérica bovina (BSA, por sus
siglas en inglés), las inmunoglobulinas, las proteosas-peptonas, y
fracciones menores que incluyen lactoferrina, lactoperoxidasa vy
glicoproteinas (Gangurde, Chordiya, Patil & Baste, 2011). Son proteinas
termolabiles que se desnaturalizan a 90 °C/10 min a pH 6.7 (Fox et al.,
2015).

La B-lactoglobulina es la proteina mayoritaria del suero (= 50%). Consiste
en una cadena polipeptidica monomérica de 162 aminoacidos. Su punto
isoeléctrico es = 5.2. Contiene dos puentes disulfuro intramoleculares y un
mol de cisteina. Este ultimo es especialmente importante debido a su alta
reactividad, la que es subsecuente a la desnaturalizacion térmica. La
molécula tiene una estructura globular muy compacta. Existe en forma
dimérica en el intervalo de pH 5.5-7.5, como monémero a pH < 3.5y a
pH > 7.5, y como tetramero a pH 3.5-5.5 (O’Mahony & Fox, 2014).

La a-lactoalbumina constituye ~ 20% de la proteina del lactosuero de
vaca. Contiene 123 residuos de aminoacidos y presenta una masa molar
de = 14 kDa (O’Mahony & Fox, 2014). Desde el punto de vista nutrimental,
posee aminoacidos esenciales como triptéfano, fenilalanina, leucina,
isoleucina, metionina, lisina y valina. Su principal funcidn es la regulacion

de la biosintesis de la lactosa (Walstra, Wouters & Geurts, 2006).

La albumina sérica bovina o seroalbumina es una proteina que proviene
de la sangre. Debido a su baja concentraciéon en la leche, ejerce poco o
nulo efecto en las propiedades fisicoquimicas del lactosuero, mientras que
las proteosas-peptonas se definen como el residuo de la hidrdlisis de la B-
caseina (Walstra et al., 2006).
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Las inmunoglobulinas son anticuerpos provenientes de la sangre y forman
parte del sistema inmune. Son glicoproteinas heterogéneas y la principal
en bovinos es la inmunoglobulina G1. En conjunto alcanzan
concentraciones de 0.6 a 1 mg/mL. Por su parte, la lactoferrina es una
proteina que actua como inhibidor microbiano, incluyendo a Bacillus
stearothermophilus y Bacillus subtilis. La inhibicion se logra por la
remocién de los iones Fe3* del suero. Su concentracién en la leche de

bovino puede alcanzarlos 0.1 mg/mL (Walstra et al., 2006).

En la Tabla 5 se muestra la composicion de aminoacidos de la proteina
lactea total, de las caseinas y de las proteinas del lactosuero de vaca
(Belitz et al., 2009). Tanto los aminoacidos de las caseinas como aquellos
de las proteinas del suero pueden participar en las reacciones del
oscurecimiento no enzimatico de los alimentos, sin embargo, sobre el

particular se profundizara en la seccién 4.2.3.3.

Tabla 5. Composicidn (%) de aminodcidos en proteina total, caseinas y seroproteinas en leche bovina.
Belitz et al. (2009).

Amincacido Proteina total Cazsinas Protesinas dal susro
Alanina 3.7 3.1 3.3
Arginina 3.6 41 3.3
Acido aspirtico 8.2 7.0 11.0
Cisteina 0.8 0.3 3.0
Acido Glutdmico 22.8 234 13.5
Glicina 22 2.1 3.3
Histidina 2.9 3.0 24
Izoleucina 6.2 3.7 1.0
Leucina 10.4 10.5 11.3
Lizina 8.3 8.2 8.6
Mistionina 29 3.0 24
Fenilalanina 3.3 3.1 42
Prolina 10.2 12.0 44
Serina 3.8 3.3 3.3
Trzonina 4.9 44 8.3
Triptofano 1.3 1.3 2.1
Tirosina 34 6.1 42
Valina 6.8 7.0 7.3
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4.1.1.3.3. Lactosa

La lactosa es el principal carbohidrato presente en la leche de la mayoria
de las mamiferas. Como se muestra en la Figura 5, su concentracién varia
ampliamente entre las distintas especies y, normalmente, abarca un
intervalode 0 a = 10% (Shendurse & Khedkar, 2016).

Concentracion de lactosa (g/100 mL)

10

o 7 7 14 74

55 6.2

a1 47 48 48 48 48

o N B O

Figura 5. Concentracion de lactosa en leche de diferentes especies. Shendurse & Khedkar (2016).

La concentracion de lactosa en el ganado vacuno, bufalino, ovino y caprino
aumenta ligeramente durante las primeras etapas de la lactacion y
disminuye al final de esta a =70% del valor maximo. En contraste, su
contenido en la leche de equinos aumenta durante ese periodo. La
concentracion de lactosa esta relacionada inversamente con la cantidad

de lipidos y caseina (Fox, 2009).

La lactosa cumple con dos importantes funciones biolégicas: es una fuente
de energia para el neonato, ya que provee 30% del valor calérico en la
leche bovina, y es responsable de = 50% de la presién osmética de la
leche, que es isoténica respecto a la sangre y, por lo tanto, es
esencialmente constante. Al respecto, existe también una relacion inversa
entre el nivel de lactosa y la concentracién de sales inorganicas (O'Mahony
& Fox, 2014).
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4.1.1.3.3.1. Estructura quimica

La lactosa es un disacarido constituido por los monosacaridos B-D-
galactosa y D-glucosa, cuyo nombre sistematico es B-D-galactopiranosil-
(1—-4)-D-glucosa. Su formacion implica la unién del grupo hemiacetalico
del carbono C1 de la D-galactosa con el grupo hidroxilo del C 4 de la D-
glucosa a través de un enlace glucosidico B-1,4, y la liberacién de una
molécula de agua, como se indica en la Figura 6. En la leche fresca,
<0.1% de la glucosa que conforma el disacarido esta en forma de cadena
lineal o abierta, con ello da lugar a la produccién reversible de un aldehido
a partir del grupo hemiacetal en el C1 del residuo ciclico de la glucosa. La
proporciéon de la estructura lineal aumenta de 1 a 10% con valores
elevados de temperatura y pH. Debido a que el grupo aldehido es el mas
reactivo de la lactosa, una mayor concentracion de este significa un
aumento notable en la reactividad y en las transformaciones de la leche
(Walstra et al., 2006). La lactosa se encuentra normalmente como los
anémeros a- o -, o como una mezcla amorfa de ambos (Shendurse &
Khedkar, 2016).

CHO CHO
H——OH H——OH
HO——H HO——H
HO H H OH
H OH H OH Lactosa
CH,OH CH,OH
D-Galactosa D-Glucosa
A PN
I I , . \
HO OH
HO OH OH
o b - A o)
e HO
HO . -OH '|'HO HO OH - H.,0
OH 1 .-~ OH 2
D-Galactosa D-Glucosa
HO OH
Oy 2 OH
O
HO ~Ho =0
OH OH

Figura 6. Estructura quimica de la lactosa. Esquema formulado en el presente trabajo con informacion recopilada de
Walstra et al. (2006).
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4.1.1.3.3.2. Biosintesis

En la biosintesis de la lactosa participan dos moléculas de glucosa: una se
convierte en difosfato de uridilo glucosilado (UDP-glucosa) y otra se
isomeriza a difosfato de uridilo galactosilado (UDP-galactosa). La uniéon de
los dos monosacaridos se lleva a cabo en el aparato de Golgi (AG) de la
célula alveolar. Dentro del lumen, la a-lactoalbumina y la galactosil-
transferasa se acoplan para formar el complejo lactosa-sintetasa, que
genera el enlace B-1,4-galactosidico entre B-galactosa y glucosa con la
liberacién de difosfato de uridilo (UDP) (Fox et al., 2015; Shendurse &
Khedkar, 2016). La lactosa es el principal agente osmético de la leche, ya
gue acarrea agua al lumen para mantener constante la presién osmatica
celular (Zhang et al., 2018).

4.1.1.3.3.2.1. B-1,4-Galactosil-transferasa (GT)

La pB-1,4-galactosiltransferasa (GT) es una enzima presente en la
superficie interna del AG, tiene un peso molecular entre 35 y 45 kDa, y
constituye una de las subunidades del complejo lactosa-sintetasa. Sin la
presencia de a-lactoalbumina (a-LA), la GT actua de modo inespecifico
durante la biosintesis de glicoproteinas, anadiendo galactosa a los
oligosacaridos con residuos terminales de N-acetil-glucosamina para
formar los enlaces B-1,4. La GT también se encuentra en las membranas
de los globulos grasos y, en consecuencia, en la leche. Entre las
glicosiltransferasas, la GT es la unica cuya especificidad hacia su sustrato
puede modificarse con la intervencion de a-lactoalbumina, ya que la
biosintesis es mucho mas eficiente al completar ambas proteinas el
complejo lactosa-sintetasa. La biosintesis de lactosa se presenta so6lo en
el AG de las células alveolares. Y |la expresion del gen que codifica para la
a-LA esta estrictamente regulado por hormonas que sélo se expresan
durante el estado de lactancia (Fox et al., 2015; Shendurse & Khedkar,
2016).
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Como ya se menciond, la concentracion de lactosa esta inversamente
relacionada con la concentracién de lipidos y caseinas, puesto que, el
disacarido ocasiona la entrada de agua en la célula mamaria y provoca la
dilucion de los demas componentes lacteos. La principal funcién de la
lactosa, asi como de los lipidos lacteos, es como fuente de energia. Sin
embargo, en virtud de que los lipidos proporcionan 2.5 veces mas energia
que la lactosa, cuando se requiere de una leche altamente calérica, por
ejemplo, para crias de animales de ambientes frios (mamiferos marinos
u osos que hibernan), se incrementa el contenido de grasa en lugar del
de lactosa. Adicionalmente, la relaciéon inversa entre las concentraciones
de lactosa y caseina se ve reflejada en el hecho de que en la biosintesis
del disacarido ingresa agua a las vesiculas del AG y disminuye la

concentracion de caseina por efecto de dilucion (O'Mahony & Fox, 2014).

La Figura 7 esquematiza la sintesis de lactosa en el interior del AG del
galactocito (Shendurse & Khedkar, 2016). El mecanismo comienza con 1)
la fosforilacion de glucosa con trifosfato de uridilo (UTP, por sus siglas en
inglés) para formar pirofosfato inorganico (PPi) y glucosa-1-fosfato, la cual
se convierte en UDP-glucosa y se isomeriza a UDP-galactosa. Tanto esta
ultima como una nueva molécula de glucosa entran al AG, etapas 2)y 3).
Una vez en el lumen del AG, 4) la a-lactoalbumina se acopla con la GT,
misma que emplea como sustratos UDP-galactosa y glucosa para 5)
sintetizar lactosa; posteriormente, el carbohidrato sale del organulo. De
igual forma, se libera el residuo de UDP que, a continuacién, se
desfosforila por la dinucleétido-desfosforilasa (NDPasa) formandose 6)
monofosfato de uridilo (UMP, por sus siglas en inglés) y fosfato inorganico
(Pi); éstos, a su vez, salen del aparato de Golgi. En presencia de trifosfato
de adenosina (ATP), el UMP se esterifica con Pi consecutivamente en dos
ocasiones para continuar con el ciclo de fosforilacién de una molécula de

glucosa 1), produciéndose finalmente UTP y dos moléculas de ADP.
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4.1.1.4. Microcomponentes

Entre los microcomponentes de la leche destacan las vitaminas, los acidos
organicos, los minerales, algunos lipidos, las enzimas y los compuestos
nitrogenados no proteinicos. En el presente trabajo se describiran sélo
algunos de ellos.

4.1.1.4.1. Vitaminas

Entre las vitaminas liposolubles (A, D, Ey K), la Ay la D son las mas
importantes para el ternero. En particular, la vitamina A y sus
precursores, los carotenos, no se producen en las células alveolares, sino
qgue derivan de la alimentacion de la vaca. La vitamina D2 proviene de la
dieta, mientras que el vitamero D3 se produce en la piel en condiciones de
irradiacion solar. La vitamina D es importante en el ternero para movilizar
el calcio y fésforo que son necesarios para el crecimiento de loshuesos.
Por su parte, las vitaminas hidrosolubles estan presentes en la fraccién
sérica de la leche. La mayoria corresponde al complejo B, y la mas
abundante es la riboflavina (vitamina B2). Tienen origen en el rumeny
luego son transferidas de la sangre a la leche. En el caso de la vitaminaC,
la leche es una fuente esencial de ésta, ya que el ternero lactante no
puede obtenerla de otras fuentes, sin embargo, se degrada rapidamente
en la leche almacenada para consumo humano (Wijesinha-Bettoni &

Burlingame, 2013).

4.1.1.4.2. Acidos orgdnicos hidrosolubles

El acido citrico es el compuesto carboxilico hidrosoluble que predomina en
la leche de vaca (1.8 g/L). El acido orético, un intermediario en la sintesis
de nucleédtidos de pirimidina, y el acido urico, un producto del metabolismo
de proteinas y subproducto del catabolismo de las purinas, son otros de
los principales acidos organicos que se detectan en el suero lacteo. Estos
compuestos son indicadores deseables en la determinacién de la

proporcién de leche en los alimentos (Belitz et al., 2009).
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4.1.1.4.3. Minerales

La leche contiene sales inorganicas, como son los PO43, Cl-, SO4%", CO3*
y HCO3?", y sales organicas como los citratos. Estrictamente hablando, las
proteinas lacteas pueden considerarse como parte del sistema de sales
debido a la carga positiva 0 negativa de algunos de sus grupos laterales.
Tanto las sales organicas derivadas de citratos como las proteinas estan
asociadas a contraiones como Na*, K+, Ca2*y Mg2+*. Algunas sales estan
completamente solubilizadas en el suero, pero el fosfato de calcio, que
rebasa su solubilidad en agua, esta presente en las micelas de caseina y

se refiere como fosfato de calcio coloidal (Fox et al., 2015).

Entre los microcomponentes de la leche, algunos minerales estan en
concentracion de partes por billén (ppb): Al, Fe, B, F, Cu, Mo, I, Mn, Ni, y
otros en partes por millén (ppm): Zn, Si y Br. De estos elementos, el mas
abundante es el Zn (=3 mg/kg de leche). Por lo general, la concentracién
de metales no se ve afectada por la alimentacién del ganado, excepto en
etapas de escasez alimentaria, donde el aporte de Fe, Cu y Zn esta
limitado. Sin embargo, la leche puede enriquecerse con suplementos
minerales para aumentar su concentracion y contribuir a la nutricion
humana (Fox et al., 2015; Walstra et al., 2006; Nishimukai et al., 2008;
Belitz et al., 2009; Ramonaityté, KerSiené, Adams, Tehrani & De Kimpe,
2009; Sharma, Shilpa-Shree, Arora & Tomar, 2015).

Los metales estan frecuentemente asociados con algunos
macrocomponentes lacteos: el Fe forma complejos con la proteina lactea
lactoferrina, y = 10% del Cu y 50% del Fe total conforman la MFGM. Estos
microcomponentes no so6lo son esenciales desde el punto de vista
nutrimental, sino que repercuten en la calidad quimica de la leche, por
ejemplo, el Fe y el Cu promueven la autooxidacion lipidica (Fox et al.,
2015).
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Para la fabricacion de productos lacteos, la concentracion de metales es
crucial. Por ejemplo, el Cu tiene actividad catalitica en la autooxidacion
lipidica y, aunque la concentracion nativa no tiene efectos significativos,
los metales afnadidos con fines nutrimentales si promueven la reaccion.
Por otro lado, el Mn es importante en el metabolismo de las bacterias
lacticas, especialmente en la fermentacion del citrato. Si el contenido de
Mn es muy bajo, el perfil aromatico en la elaboraciéon de productos como

mantequilla se vera afectado (Fox et al., 2015).

4.1.1.4.4. Compuestos nitrogenados no proteinicos

En la leche de vaca, cerca del 5% del nitrégeno total es de origen no
proteinico (NPN, por sus siglas en inglés). Estos compuestos engloban la
creatina, los acidos urico y orético, NH3, los aminoacidos libres y la urea,
gue se encuentran en niveles traza y, debido a su origen, se emplean en
la determinacion de la proporcién de leche en alimentos (Walstra et al.,
2006; Belitz et al., 2009), en particular los tres primeros.

4.1.1.4.5. Urea

La urea difunde a la leche a partir del suero sanguineo a través de los
galactocitos, constituyendo una fraccidn variable del nitrégeno (N) lacteo
total (Peha-Castellanos, 2002). Su contenido representa 50% del N no
proteinico y 2.5% del N total (DePeters & Ferguson, 1992). La urea
sanguinea y la urea lactea tienen alta correlacién debido a que ambas son
afectadas por las mismas variables (Broderick & Clayton, 1997; Beltran,
Peldez & Aguirre, 1999). El contenido de urea lactea depende de factores
ambientales, nutrimentales y aquellos propios del animal. Existe variacion
del N ureico debido a la composicién de la dieta (Lykos, Varga & Casper,
1997) vy, en particular, por los niveles de proteina (Lopez-Solano et al.,
2011). Asi, un exceso o disminucién de la urea lactea pueden indicar un
desbalance nutrimental en la relacion dietética proteina/energia del

rumiante (Pedraza, Mansilla, Merucci, Pinedo & Contreras, 2006).
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4.2. Antecedentes

4.2.1. Propiedades fisicas y quimicas de la lactosa

Las propiedades de la lactosa son comunes a las de otros carbohidratos,
pero difieren en ciertos aspectos tecnolégicos; algunas son las siguientes
(Fox et al., 2015):

» Es un azucar reductor, lo que implica la presencia de un grupo carbonilo
potencialmente libre, en particular se trata de un aldehido. Al formar una
estructura ciclica genera un hemiacetal y un nuevo centro quiral o
asimétrico, produciendo los anomeros a y 3, estereoisémeros que pueden

inter-convertirse en un proceso referido como mutarrotacién.

« La a-lactosa tiene baja solubilidad en agua y puede cristalizar como
monohidrato dando origen al defecto de arenosidad en productos en polvo
como leche descremada y suero, por lo que es preciso controlar su

cristalizacién. La B-lactosa forma cristales anhidros.

« La solubilidad de la a-lactosa en agua a 20 °C es 70 g/L, y depende
significativamente de la temperatura, mientras que aquella de la B-lactosa
es 500 g/L. La proporcion de la mezcla a:B en equilibrio es 1:2, y su
solubilidad es 180 g/L. La a-lactosa es mas soluble a > 94 °C, y cristaliza

a < 93.5 °C, en tanto que la B-lactosa anhidra puede cristalizara >94 °C.

 La lactosa cristalina tiene una higroscopicidad muy baja, por lo que se

emplea en mezclas de azucar glass.

« Se usa como edulcorante suave. Con respecto a una solucién acuosa de
sacarosa al 10%, tiene una dulzura = 2.6 menor.

- Es importante en la fabricacidon de productos lacteos fermentados, donde
se utiliza como fuente de carbono para las bacterias acido-lacticas.

La Figura 8 muestra las distintas formas de la lactosa y su obtencidn (Fox
etal., 2015).
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4.2.1.1. Reacciones quimicas generales de la lactosa

La diversidad de productos quimicos derivados de la lactosa se debe en
particular a su grupo carbonilo libre proveniente de su residuo de
glucosilo, y a su caracter de polialcohol. Estas dos caracteristicas
posibilitan la gran cantidad de transformaciones quimicas que
experimenta el disacarido, las cuales pueden abarcar desde su hidrdlisis,
isomerizacién, que incluye los equilibrios de anomerizacion
(mutarrotacion) y la enolizacion (epimerizacién), reacciones de o6xido-
reduccion, procesos de condensacién, deshidratacion, pirdlisis,
oligomerizaciéon y polimerizacion, hasta su utilizacion como fuente de
carbono por microorganismos fermentativos (Villamiel, Corzo, Martinez-
Castro & Olano, 1996; Van Boekel, 1998; Morales & Arnoldi, 1999;
Morales & Jiménez, 2001; Nishimukai et al., 2008; Ramonaityté et al.,
2009; Hellwig, Degen & Henle, 2010; Sakkas, Moutafi, Moschopoulou &
Moatsou, 2014; Mehta & Deeth, 2016; Choudhary, Arora, Kumari, Narwal
& Sharma, 2017).

4.2.2. Sintesis de derivados de importancia comercial

La lactosa puede convertirse en numerosos derivados con gran
importancia en las industrias farmacéutica y de los alimentos. Entre los
productos con mayor demanda destacan los jarabes de glucosa-
galactosa, que son alrededor de tres veces mas dulces que la lactosa, los
cuales se producen por hidroélisis con B-galactosidasa, el lactitol (el alcohol
de la lactosa), el acido lactobiénico (agente de acidez y dulzura), la
tagatosa, utilizada como edulcorante, diversos oligosacaridos con valor
prebiético y productos de la fermentacion: el etanol y los acidos lactico,
acético y propiénico (Gutiérrez, Hamoudi & Belkacemi, 2012; Seki & Saito,
2012; Fox et al., 2015). En la Figura 9 se indica la gran variedad de

derivados de la lactosa que se pueden obtener a nivel industrial.
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4.2.3. Equilibrios y reacciones quimicas de la lactosa en sistemas lacteos
Entre las mas importantes transformaciones quimico-térmicas de la
lactosa en los sistemas lacteos se encuentran los equilibrios de
anomerizacién, la enolizacién y las reacciones de oscurecimiento no

enzimatico, los cuales se abordaran en la presente seccion.

4.2.3.1 Anomerizacion

En general, la anomerizaciénh o mutarrotaciéon es el fendémeno de
isomerizacién en el que se forma un diastereémero debido a que se origina
un carbono quiral como consecuencia de la ciclacién de un azucar (IUPAC,
2014). En el caso de la lactosa, su parte glucosidica reductora puede
devenir en las formas pirandsicas a y B a temperatura ambiente, mientras
que el galactésido restante so6lo puede encontrarse como [-piranosa,
puesto que conforma una estructura acetdlica que no presenta
anomerizacion. El resultado es que la lactosa puede existiren tres formas
en solucion: como cadena abierta y como los anémeros a y B, siendo la -
lactosa la mas estable y abundante en la leche, con una relacion a:
(1:1.7) a 20 °C (Early, 2012). De esta manera, la proporcién de anémeros
es dependiente de la temperatura, pues conforme aumenta esta ultima,
disminuye la concentracion de B-lactosa. Igualmente, la velocidad de
mutarrotacion depende del pH, ya que la apertura de las formas ciclicas
esta catalizada tanto por H* (pH< 2) como por -OH (pH> 7) (Belitz et al.,

2009). En la Figura 10 se ilustra la mutarrotacion de la lactosa.

HO OH OH

p OH
° DE M %
HO O OH ) — o
OH oOH HO '
(Con
f3-lactosa a-lactosa

Figura 10. Equilibrio de anomerizacion o mutarrotacion de la lactosa. Belitz et al. (2009).
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4.2.3.2 Equilibrio de enolizacién

La enolizacién o epimerizaciéon es el proceso tautomeérico en el que un
aldehido o cetona se transforma en un alcohol vinilico. En el caso de los
carbohidratos reductores, este fenémeno da lugar a diastereémeros que
difieren en la configuracion espacial de un carbono no anomeérico y, por lo
tanto, de su grupo hidroxilo, los cuales se denominan epimeros (Bruice,
2011). Dicha transformacion se conoce como equilibrio de Lobry de
Bruyn-Alberda-van Ekenstein, que se favorece especialmente en medio
alcalino e implica la transposicion de insaturaciones vinilicas para formar
enoles intermediarios en las posiciones 1,2- y 2,3- del extremo reductor
del azucar, denominados, de manera respectiva, 1,2-enodiol y 2,3-
enodiol. En particular, una aldosa genera su epimero en el C2 a través de
la especie 1,2-enodiol, la cual da lugar, a su vez, a una cetosa, y a su
correspondiente epimero en C3 via el intermediario 2,3-enodiol, como se
indica en la Figura 11 (Belitz et al., 2009).
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Figura 11. Equilibrio de Lobry de Bruyn-Alberda-van Ekenstein a partir de una aldosa. Belitz et al. (2009).
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4.2.3.2.1. Epilactosa

La epilactosa (2-epi-lactosa) es el disacarido no digerible correspondiente
a la estructura 4-0O-B-D-galactopiranosil-D- manopiranosa que se produce
durante el calentamiento de la leche (Moreno, Villamiel & Olano, 2003).
Es un isdmero de la lactosa que se forma en concentraciones traza
mediante la enolizacion de esta Ultima (Belitz et al., 2009).
Especificamente, se produce por epimerizacion del C2 del residuo de
glucosa presente en la lactosa, que genera un manosilo(Walstra et al.,
2006). Es un carbohidrato reductor que puede existir en las formas a- y
B-furandsicas o pirandsicas. Su estructura y la mutarrotacién entre sus

andmeros pirandsicos se indica en la Figura 12.

HOOH OH
@) HO 4
HO %5 on
OH
Epilactosa
OH OH OH
HO HO
o \Heo = o H = _o
“Y0 OH HO HO
H _ OH
B-Epilactosa forma abierta a-Epilactosa

Figura 12. Mutarrotacion de la epilactosa. Esquema formulado en el presente trabajo con base en informacion de
Walstra et al. (2006).

La epilactosa es un conocido indicador de tratamientos térmicos severos
aplicados a la leche. Debido a su capacidad para aumentar el nimero de
bifidobacterias y lactobacilos en el tracto intestinal, favorecer la absorcion
de Ca?* y el metabolismo de lipidos, asi como de disminuir el riesgo de
cancer de colén, se considera un prebiético, i.e., un componente no
digerible que permite que algunas bacterias que mejoran la salud humana
proliferen en el colon (Nishimukai et al., 2008; Watanabe et al., 2008;
Olano & Corzo, 2009; Seki & Saito, 2012; Nooshkam, Babazadeh &
Jooyandeh, 2018).
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4.2.3.2.2. Lactulosa

La lactulosa es el disacarido 4-O-R-D-galactopiranosil-D-fructosa que se
obtiene por isomerizacion de la lactosa en condiciones térmicas o en
medio basico o, bien, por combinaciéon de ambos factores. El residuo de
fructosa estd presente mayoritariamente como los B-anémeros de
furanosa y piranosa (Nooshkam et al., 2018), y su carbono hemicetalico
(C2) le confiere a la molécula propiedades reductoras. Presenta la mitad
del poder edulcorante de la sacarosa y su solubilidad en agua es de 76.4
g/100 mL a 30 °C (Zimmer et al., 2017). La estructura de la B-lactulosa

se indica en la Figura 13.
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Figura 13. Estructura de la B-lactulosa. Zimmer et al. (2017).

Los diferentes isémeros de lactulosa corresponden a los andmeros a- y B-
de su residuo de fructosa y a la molécula de cadena abierta, donde las
estructuras predominantes en medio acuoso son la a-furanosa, la B-
piranosa y la B-furanosa en las proporciones respectivas 0.100, 0.155 y
0.745. La lactulosa con el sustituyente a-fructopiranosa no ha sido
reportada (Nooshkam et al., 2018). Sobre el particular se abundara en la

seccion 5.2.1 del presente trabajo.

En comparacién con la lactosa, la lactulosa presenta mayor poder
edulcorante y es mas soluble en agua. Derivados lacteos como la leche
condensada contienen hasta 1% de lactulosa, lo que corresponde a una
isomerizacién cercana al 10% de lactosa. Dicha transformacién procede
via el equilibrio de enolizaciéon o de Lobry de Bruyn-Alberda-van Ekenstein
(Belitz et al., 2009; Fonseca-Santilla, 2009; Zimmer et al., 2017).
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La lactulosa es un azucar que puede transitar por el area superior del
tracto digestivo humano sin sufrir hidroélisis debido a la presencia de un
enlace pB-glucosidico no asimilable. En el colon, las especies de
Bifidobacteriumy Lactobacillus la metabolizan y producen CO:2 y los acidos
lactico, acético y formico, que conducen al ablandamiento de las heces.
Por lo tanto, la lactulosa es un prebiético y, en particular, un factor bifido
(Nooshkam et al., 2018). No obstante, sus efectos bifidogénicos
especificos son menos pronunciados cuando se le compara con fructo- o

galato-oligosacaridos (Ganzle, Haase & Jelen, 2008).

Especificamente, la lactulosa se emplea en la produccién de leches
fermentadas porque estimula el crecimiento de microorganismos con
actividad prebiotica, fomenta la produccién de oligosacaridos que
complementan su metabolismo y previene la adhesion y patogenicidad de
ciertas bacterias. Y, aunado a sus propiedades nutracedticas y
farmacologicas, tiene un escaso aporte calérico y baja cariogenicidad
(Zimmer et al., 2017).

Asimismo, la lactulosa es un laxante efectivo, por lo que tiene aplicaciones
farmacologicas. No obstante, todavia no ofrece ventajas significativas
frente a otros productos homoélogos (Gordon, MacDonald, Parker,
Akobeng & Thomas, 2016).

Ademas de un mayor poder edulcorante que la lactosa, |la lactulosa es
mas soluble en alcohol, y presenta una mayor estabilidad acido-térmica.
Lo anterior la convierte en un aditivo prebidtico ideal para alimentos

acidos que conllevan calentamiento (Nooshkam et al., 2018).

Respecto a su produccién industrial, los métodos de isomerizacidon de
lactosa a lactulosa se dividen en tres grupos: quimicos, enzimaticos y de

electroisomerizacion (Nooshkam et al., 2018).
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4.2.3.3. Reacciones generales de oscurecimiento no enzimatico

Existen tres principales mecanismos relacionados con el oscurecimiento
no enzimatico de los alimentos: la reaccién de Maillard, la caramelizacion,
y la descomposicion del acido ascérbico. El primer tipo, que es el mas
frecuente en la mayoria de los productos lacteos, involucra un grupo
carbonilo, comunmente un azucar reductor, como es el caso de la
lactulosa, un grupo amino reactivo proveniente de un aminoacido, péptido
o proteina, y una actividad de agua (aw) intermedia-alta. El segundo tipo
implica la descomposicién de un azucar sin la presencia de grupos amino,
una baja awy una temperatura superior a la que precisa la reaccion de
Maillard. El tercer mecanismo se basa en la alta reactividad hidrolitica y

oxidativa del acido ascérbico (Nursten, 2011).

En virtud de la elevada reactividad y relativamente alta concentracion del
disacarido reductor lactosa en la leche de vaca (Figura 5), del alto nivel
de proteinas con grupos amino reactivos, como es el caso de la lisina
(Tabla 5), asi como de una aw intermedia-alta, las reacciones de Maillard
son las transformaciones quimicas mas favorecidas y extendidas durante
los tratamientos térmicos de la leche fluida y en la elaboracién de leches
concentradas y dulces lacteos, y constituyen el tipo de oscurecimiento no

enzimatico predominante en los sistemas lacteos procesados.

4.2.3.3.1. Reacciones de Maillard

La reaccion de Maillard, también conocida como glicosilacion de proteinas,
es un amplio grupo de transformaciones que inician con la condensacién
entre un compuesto aminico y un azucar reductor, las cuales se
presentan, en general, en alimentos tratados térmicamente y conducen a
la formacion de productos con diversas caracteristicas sensoriales. Debido
a su complejidad, se divide comunmente en tres etapas: inicial, avanzada
y final. La Figura 14 corresponde a la primera de etapa de dicha reaccién
(Van Boekel, 1998; Nursten, 2011).
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El primer paso es reversible y consiste en la condensacion de azucares
reductores con grupos amino para formar una imina N-sustituida
denominada base de Schiff que, posteriormente, sufre un reordenamiento
irreversible para producir una cetosamina o producto de Amadori, que no

presenta coloracién (Van Boekel, 1998; Nursten, 2011).

CHO HN" ce CLHg—N )
H——0H H~——OH - H,0 J_O
HO——H + <= HO—H — HO——H
H——OH H——OH H——OH
Azucar reductor Grupo amino Base de Schiff Producto de Amadori

Figura 14. Reacciones de Maillard: formacion del producto de Amadori. Van Boekel (1998).

La etapa avanzada consiste en la descomposicion de la cetosamina por
deshidratacién o fisibn en numerosos productos y en la formacion de
aldehidos, NHs y CO:2 via la degradacion de Strecker (Van Boekel, 1998;
Nursten, 2011). En particular, ésta es una reaccion térmica que produce
mayoritariamente aldehidos, CO:2 y a-aminocetonas mediante Ia
descarboxilacién no oxidativa de a-aminoacidos. Los aldehidos presentan
un C menos que los aminoacidos participantes y un potencial aromatico
destacable. Segun la Figura 15, las a-aminocetonas se autocondensan
para generar dihidropirazinas y la oxidacién de éstas produce pirazinas,
moléculas con una elevada capacidad aromatica. Otros compuestos
formados por esta via, como NHs, H2S, 1-pirrolina y cisteamina, también

influyen en el aroma de los alimentos (Belitz et al., 2009).

R & NH> (@) R3 -2 H,0 R4 N Rj - 2H R4 /N R3
I ' T [\ I o] [\ I
R;- O H,N o Ry R N Ry R N Ry

a-aminocetonas Dihidropirazina Pirazina

Figura 15. Formacion de dihidropirazinas y pirazinas a partir de a-aminocetonas. Nursten (2011).
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En la etapa avanzada también se generan intermediarios carbonilicos con
grupos enolicos o enodidlicos con propiedades antioxidantes denominados
reductonas, que a su vez pueden sufrir fragmentacién y generar aldehidos
de cadena corta que retroalimentan las reacciones (BeMiller & Huber,
2008). Asimismo, se producen intermediarios y compuestos a-
dicarbonilicos que, al igual que las reductonas, pueden participar en la
degradacion de Strecker (Belitz et al., 2009).

La etapa final consiste en reacciones de condensacion que generan
heterociclos como piridinas, pirroles, imidazoles, furanos y melanoidinas
(Van Boekel, 1998; BeMiller & Huber, 2008).

Las melanoidinas son mezclas heterogéneas coloridas formadas por varios
tipos de polimeros nitrogenados que se producen cuando sustancias
reactivas de baja masa molar, como los carbonilos insaturados, a-
dicarbonilos, furanos, furanonas, furfurales y pirroles, reaccionan entre si.
Las reacciones incluyen condensaciones, deshidrataciones, formacion de
ciclos, reordenamientos e isomerizaciones (Van Boekel, 1998; Wong,
2018). Todas las melanoidinas contienen anillos aromaticos y dobles
enlaces conjugados, pueden ser solubles o insolubles en agua (BeMiller &
Huber, 2008), y de alta o baja masa molar(Van Boekel, 1998). Se
caracterizan también por la presencia de estructuras tipo reductona, lo
gue explica parcialmente su sefalada actividad antioxidante (Patrignani,
Rinaldi, Rufidan-Henares & Lupano, 2019). En la Figura 16 se muestran las

estructuras de algunas de ellas.
o) o) o)
ho [\ / \ I\
> o 0 Q/U\H

OH OH OH O
o (XL VYR
> Dy N N N
H OHpJ OHy  OHy
Figura 16. Estructura bdsica de algunas melanoidinas. Wong (2018).
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4.2.3.3.1.1. Condiciones y rutas de la reaccién de Maillard

La reaccién de Maillard puede desarrollarse en condiciones acidas o en
medio basico, aunque se favorece mas en este ultimo caso, ya que los
aminoacidos, péptidos y proteinas se encuentran en forma no protonada.
Ademas, el aumento de pH promueve que las hexosas se presenten como
cadenas abiertas reductoras muy reactivas. Respecto a los aminoacidos,
la lisina provee la mayor parte de grupos amino libre reactivos de las
proteinas (-NH:z €), siendo ésta y, en segundo lugar, la arginina, con su
grupo guanidino basico, -NH-(C=NH)-NH2), las especies aminicas mas
reactivas en los sistemas lacteos. De la misma forma, el incremento de
temperatura, la humedad, la aw y los cationes metalicos electroactivos
favorecen la reaccion. La maxima pérdida de grupos -NH2z se presenta en
condiciones de 65-75% de humedad relativa y aw 0.72. Respecto a los
metales, el Cu2+, Fe2*, Fe3+y Zn2+ catalizan la reaccion, y el Mn2+y el Sn2+
la inhiben (Eskin & Shahidi, 2013).

La Figura 17 representa las principales rutas de degradacion del producto
de Amadori a través de los intermediarios 1,2-y 2,3-enaminol, los cuales
derivan en la formacidn de dicarbonilos, reductonas, heterociclos
nitrogenados como el 2-acetil-N-pirrol, y estructuras furanoides como el
5-hidroximetilfurfural (HMF) y la 3(2H)-furanona, productos de fision,
como el piruvaldehido o metilglioxal, y polimeros coloridos como las
melanoidinas (Van Boekel, 1998; Walstra et al., 2006; Nursten, 2011).
En el caso del HMF, la 3(2H)-furanona vy el piruvaldehido, la presencia de
aminas incrementa su reactividad y la diversidad de los productos
generados en la segunda y tercera etapas de la reaccion de Maillard.
Particularmente, los intermediarios 2,4-dicarbonilo y 3-desoxiosona (3-
DG) provienen del 1,2-enaminol, mientras que la 1-desoxiosona (1-DG)y

la 4-desoxiosona (4-DG) derivan del 2,3-enaminol.
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4.2.4. Tratamientos térmicos de la leche

El CODEX STAN 206-1999 (Codex Alimentarius, 2011) define a un
producto lacteo como aquel producto “obtenido mediante cualquier
elaboracién de la leche, que puede contener aditivos alimentarios y otros
ingredientes funcionalmente necesarios para la elaboracién”. Por su parte,
la NOM-183-SCFI-2012 establece la clasificacion de producto lacteo con
base en su concentracion de proteina (%), y lo define como aquel
“producto elaborado a partir de ingredientes propios de la leche, tales
como caseina, grasa, suero de leche, agua para uso y consumo humano,
con un minimo de 22 g/L de proteina de la leche y, de ésta, el 80% de

caseina”, el cual, asimismo, puede contener grasas de origen vegetal.

La fabricacién de practicamente todos los derivados lacteos involucra uno
o varios tratamientos térmicos. Sin embargo, los resultados dependeran
en gran medida de su intensidad, i.e., de la relacién tiempo/temperatura

aplicada segun el producto que se desee elaborar (Walstra et al., 2006).

La leche liquida es el producto lacteo mas consumido, elaborado y
comercializado, y abarca alimentos como la leche pasteurizada, y la leche
ultrapasteurizada (UHT) con diferentes contenidos de grasa lactea (FAO,
2020).

Los objetivos de aplicar temperaturas elevadas a la leche son la
destruccion de microorganismos patégenos y la inactivacion de enzimas
que provocan el deterioro sensorial. A su vez, el suministro de calor
permite lograr determinados perfiles sensoriales, tecnolégicos o
funcionales para ciertos productos lacteos. No obstante, los tratamientos
térmicos pueden generar cambios indeseables como el desarrollo de
sabores atipicos, la pérdida de la calidad nutrimental o la inactivacién de
bacterias fermentativas, por lo que las temperaturas y tiempos de trabajo
deben optimizarse y adecuarse a cada producto y fin deseado (Walstra et
al., 2006).
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Los principales tratamientos térmicos que se aplican en la produccién de
la leche fluida son la termizacién, la pasteurizacion, la ultrapasteurizacion
y la esterilizacion, como se describe y resume en la Tabla 6 (IDF, 2018).
Adicionalmente, en parrafos posteriores se indica la definicion de leche

esterilizada, leches concentradas, lactosuero, dulce de leche y cajeta.

4.2.4.1. Termizacién

La termizacion es un pretratamiento opcional que va de 57 a 68 °C durante
15 s que se aplica a la leche con la finalidad de controlar la carga
microbiana, inactivar enzimas nativas y facilitar su descremado (Walstra
et al., 2006; Lewis & Deeth, 2009). No obstante, este proceso no asegura
la destruccién de microorganismos patoégenos ni la pérdida total de
actividad enzimatica nativa (Romero del Castillo-Shelly & Mestres-
Lagarriga, 2004). La termizacién tiene ligeras repercusiones
nutrimentales debido a que disminuye la concentracion de vitaminas y
promueve una desnaturalizacion inicial de las proteinas del suero;

principalmente, tiene fines tecnoldgicos (Lewis & Deeth, 2009).

4.2.4.2. Pasteurizacién

La pasteurizacion es un tratamiento que tiene como objetivo la
destruccion de la totalidad de la carga microbiana patégena y la
inactivacion de algunas enzimas nativas. Existen basicamente tres
modalidades: el calentamiento a baja temperatura y tiempo largo (LTLT,
por sus siglas en inglés), que consiste en calentarla leche a 60 °C por 30
min; la pasteurizacién a alta temperatura y tiempo corto (HTST, por sus
siglas en inglés), cuando la leche se procesa a 72 °C por 15 s, y la
pasteurizacién alta, que conlleva un tratamiento a 85-90 °C/30 s. El efecto
nutrimental es mas significativo conforme aumenta el tiempo y la
temperatura de exposicion debido a un alto grado de desnaturalizaciéon y
reactividad de las proteinas del suero, asi como a la creciente pérdida de
vitaminas (Lewis & Deeth, 2009; NOM-155-SCFI-2012).
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4.2.4.3. Esterilizacién comercial

En términos de control sanitario, la NOM-243-SSA1-2010 define
esterilizacién comercial como el “tratamiento térmico aplicado al producto
para la destruccion de todos los microorganismos viables de importancia
en la salud publica y aquellos capaces de reproducirse en el alimento bajo
condiciones normales de almacenamiento y distribucion, sin la condicidn

de refrigeracion”.

4.2.4.4. Ultrapasteurizacién

La leche UHT es un producto comercialmente estéril y tiene una larga vida
de anaquel. La ultrapasteurizacion consiste en la aplicacion directa de
calor por inyeccion de vapor de agua sobrecalentado en la leche. También
puede realizarse de manera indirecta a través de un intercambiador de
calor. El primer caso se conoce como método directo (UHTd) y consiste
en la exposicion de la leche a 135-150 °C por 1-3 s, mientras que, en el
segundo, denominado método indirecto (UHTi), la leche se calienta a 100-
110 °C por 5-10 s. Entre los efectos quimicos y fisicoquimicos debidos al
tratamiento térmico se tienen, nuevamente, la desnaturalizacién de las
proteinas del suero, la epimerizacion de la lactosa y un cambio marcado
en las propiedades organolépticas (Lewis & Deeth, 2009; NOM-155-SCFI-
2012).

4.2.4.5. Esterilizacién clésica

Por su parte, la esterilizacién clasica (110-120 °C/10-20 min o 125 °C/5
min), asegura la total destruccion térmica de las esporas bacterianas y la
obtencion de una leche con larga vida de anaquel. No obstante, los efectos
son marcados respecto a la desnaturalizacion de las proteinas del suero y
a la produccién de sabores caracteristicos de la reaccién de Maillard (Lewis
& Deeth, 2009).
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Tabla 6. Resumen de los principales tratamientos térmicos aplicados a la leche y su efecto en los componentes ldcteos.IDF (2018).

Tratamiento térmico

Caracteristicas del proceso

Aplicaciones

Efectos Quimicos significativos

Pretratamiento térmico con la finalidad

Fabricacion de algunos quesos

Efectos menores en vitaminas y

Termizacion 57-68°C/15s conservar y/o de facilitar el Extender vida de anaquel de leche que .
: , . proteinas del suero
procesamiento de la leche serd posteriormente procesada
LTLT . a) Efectos sobre el
60°C / 30 min . . . .
Proceso continuo en sistema cerrado contenido de vitaminas
L HTST . Leche L
Pasteurizacion . donde se aplica calor usando b) Desnaturalizacién de alrededor del
72-80°C/15-30s . . para consumo humano .
Alta intercambiador 5% de las proteinas del suero
Inactivacion de lipasas
85-00°C /15-30 s naconde’y
- Altos niveles de desnaturalizacion de
UHT Proceso continuo en sistema cerrado proteinas del suero
Método directo donde se aplica calor por inyeccion Leche para consumo humano de larga (70 - 95 % de -lactoglobuiina)
UHT 150-135 °C / 1-3s P por Iy P g - Epimerizacion de lactosa

Método indirecto
90-100 °C /5-10s

directa de vapor o de manera indirecta
empleando intercambiadores de calor

vida de anaquel a temperatura ambiente

- Glicosilacion (lactosilacion) de
residuos de lisina
- Formacion de compuestos azufrados

Esterilizacion

Esterilizacion
110-120 °C / 10-20 min
0
125 °C /5 min

Proceso térmico a alta temperatura y
tiempo prolongado que asegura la

destruccion térmica de microorganismos y

esporas bacterianas

Leche esterilizada, evaporada,
condensada azucarada y para consumo
humando de larga vida de anaquel a
temperatura ambiente

Completa desnaturalizacion
de las proteinas del suero
Produccion de sabores
por la reaccion de Maillard

Otros

90-95 °C /5-10 min

Aplicacion de calor para favorecer el
proceso

Fabricacion de yogurth

Desnaturalizacion casi completa
de las proteinas del suero

a1




4.2.4.6. Leches concentradas

En general, las leches concentradas se obtienen por remocién de agua a
través de ultrafiltracidon, evaporacion, ésmosis inversa o por la adicion de
otros ingredientes hasta alcanzar la concentracion deseada. Su
caracteristica principal es su baja aw (0.12-0.85) que, junto con el
tratamiento térmico correspondiente, asegura una larga vida de anaquel
(NOM-155-SCFI-2012; Sharma, Patel & Patel, 2016).

4.2.4.6.1. Leche condensada

La leche condensada se obtiene por la eliminacidén parcial del agua de la
leche entera o descremada. La elaboracion prevé el tratamiento térmico y
su concentracion por evaporacion. La leche condensada puede ser
edulcorada o no edulcorada, pero la mayor parte es edulcorada, y se
denomina comercialmente “leche condensada azucarada”. En América
Latina, por ejemplo, se utiliza frecuentemente para cocinar y hornear
(FAO, 2020).

4.2.4.6.1.1. Leche condensada azucarada

Es aquella leche que se obtiene mediante la evaporacion de agua a través
de presion reducida, a la que se le ha agregado sacarosa y/o dextrosa u
otro edulcorante natural, hasta alcanzar una determinada concentracién
de grasa butirica y sdlidos totales (NOM-243-SSA1-2010). La leche
condensada azucarada contiene = 40% de azUcar, presenta una
consistencia espesa y un sabor muy dulce. Se elabora disolviendo el
azlcar en leche tibia, después se deshidrata por evaporacion a presion
reducida entre 49 y 55 °C hasta que el volumen es < 40% del original; si
la leche se sobrecalienta, la albumina se coagulara y el azucar sufrira
oscurecimiento no enzimatico. Después de la condensacién, la leche se
enfria y se agita constantemente hasta alcanzar 20 °C, posteriormente,
se enlata, se sella y se procesa térmicamente (Smit, 2003). El incremento
de la presion osmdética debido a la presencia de azlcar es responsable de
la estabilidad del producto (Sharma et al., 2016).
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4.2.4.6.2. Leche evaporada
La leche evaporada se obtiene por eliminacion parcial del agua de la leche

entera o descremada. Este producto representa entre 2 y 2.5 veces su
volumen de leche fresca y no contiene azlcar. Tiene la consistencia de
una crema fina y es menos dulce que la leche condensada. Su elaboracién
prevé el tratamiento térmico para garantizar su estabilidad e inocuidad
bacterioldgica. Se prepara evaporando el agua de la leche fresca en
condiciones de vacio hasta alcanzar un volumen de 40-50% del original,
se vacia en latas y se esteriliza en autoclave. La leche evaporada es estéril
y asi se mantendra mientras la lata permanezca cerrada (Smit, 2003). En

general, se emplea mezclada con otros alimentos (FAO, 2020).

4.2.4.6.3. Leche en polvo

La leche en polvo es un soélido granular de tonalidad amarilla que se
mezcla facilmente con agua y produce un liquido con sabor a leche cocida
(FAO, 2020). Se somete a deshidratacidn, proceso que consiste en reducir
su contenido de agua hasta un limite maximo de 4%, por lo que también
se le conoce como leche deshidratada (NOM-155-SCFI-2012). El propodsito
de su manufactura es prolongar la vida de anaquel de los constituyentes
lacteos sin registrar una pérdida apreciable de su calidad.No obstante, la
formacién de sabores indeseables, el descenso del valor nutrimental y la
cristalizacion de la lactosa disminuyen su calidad. Algunastransformaciones
implican la autooxidacién de lipidos, la reaccidon de Maillard y condiciones

deficientes en el secado (Walstra et al., 2006).

Figura 18. Leches concentradas.
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La elaboracion de leche en polvo incluye por lo general la estandarizacion
de la grasa, un precalentamiento a 95 °C por 1 min, su evaporacion hasta
obtener 45% de materia seca y un homogenizado que, en el caso del
secado por atomizacion (aspersion), evita que los globulos de grasa
obstruyan las salidas de aspersor. Después del secado, la leche
concentrada disminuye su contenido de humedad hasta convertirse en un
producto pulverizado (Walstra et al., 2006). La leche entera o descremada

en polvo contienen = 4% de humedad (Augustin, Clarke & Craven, 2003).

4.2.4.7. Lactosuero

La NOM-155-SCFI-2012 define al lactosuero como el “liquido obtenido de
la coagulacion de la caseina de la leche, mediante la accidn de enzimas
coagulantes de origen animal, vegetal o microbiano, por la adicion de
acidos organicos o minerales de grado alimentario”; condicién que implica
la acidificacién por intercambio idnico hasta alcanzar el plI de la caseina.
Contiene mas del 50% de los sdlidos de la leche, incluyendo proteinas,
lactosa, minerales y vitaminas (Hernandez-Rojas & Vélez-Ruiz, 2014). En
virtud de que es una fuente rica en nutrimentos esenciales, el lactosuero
se utiliza en la produccion de alimentos funcionales como férmulas
infantiles, bebidas fortificadas y batidos de proteina (Solak & Akin, 2012;
Brito et al., 2015). Asimismo, se han desarrollado diversas tecnologias
para la purificacion y separacion de sus proteinas, como la ultrafiltracién
y el secado por atomizacion. Antes de la aplicacion de dichos procesos, el

lactosuero se pasteuriza y clarifica (Banco de Patentes SIC, 2013).

Figura 19. Lactosuero.
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4.2.4.8. Dulces a base de leche

En general, se denominan dulces a base de leche “a los productos
elaborados por tratamiento térmico de la leche y edulcorantes, pudiendo
ser adicionados de aditivos para alimentos e ingredientes opcionales”
(NOM-243-SSA1-2010). Por ello, esta denominacion puede abarcar tanto
al postre lacteo conocido como “cajeta” y al producto conocido
simplemente como “dulce de leche”.

4.2.4.8.1. Dulce de leche

En particular, se entiende por “dulce de leche” al derivado obtenido por
concentracion y aplicacion de calor a presion normal o reducida de la leche,
o leche reconstituida, con o sin la adicién de sdlidos de origen lacteoy/o
crema Yy adicionado de sacarosa (parcialmente sustituido o no por
monosacaridos y/u otros disacaridos) con o sin la adicién de otras
sustancias alimenticias. El dulce de leche debe presentar una consistencia
cremosa O pastosa, sin cristales perceptibles sensorialmente. La
consistencia podra ser mas firme en el caso del dulce de leche para
reposteria o pasteleria (pastelero) y para heladeria (heladero). Podra
presentar consistencia semisdlida o solida y parcialmente cristalizada
cuando la humedad no supere el 20% (p/p). Su color debe ser castano
acaramelado, proveniente de la reaccion de Maillard. En el caso del dulce
de leche heladero, el color podra corresponder al colorante adicionado,
mientras que el sabor y aroma deben ser caracteristicos a dulce y no debe
presentar olores o sabores extranos (Zunino, 1997; FAO-PRODAR, 2014).

Figura 20. Dulce de leche.
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4.2.4.8.2. Cajeta

La cajeta es un producto dulce derivado de la leche que se fabricaba
tradicionalmente utilizando leche de cabra, aunque actualmente es mas
comun emplear leche de vaca. Es un producto lacteo comin en América
Latina que se obtiene mediante la concentracién por evaporacion de la
leche con azucar. Generalmente, la concentracion se efectiua hasta
alcanzar un contenido de sélidos totales entre el 65 y 70%. El proceso se
realiza cominmente a presién atmosférica en recipientes abiertos hasta
obtener un producto de consistencia muy viscosa de color café claro hasta
el pardo rojizo y de sabor caracteristico agradable (Garcia-Marquez,
1999). Ademas de leche y azlcar, la formulacidon incluye glucosa vy
NaHCOs. La glucosa permite controlar la cristalizacion de la sacarosa,
evitando defectos de “arenosidad” (Giménez, Ares & Gambaro, 2008a).
De igual manera, en bajas cantidades ayuda a mejorar el brillo del
producto y contribuye a prolongar su vida de anaquel. El uso de NaHCO3
evita la coagulacion de las proteinas lacteas por efecto del calentamiento
(Lépez-Garcia et al., 2011).

Figura 21. Cajeta.

Los atributos sensoriales de la cajeta son su olor, color, brillo, sabor,
dulzor y viscosidad (Allasia, 2012). El color proviene de las reacciones de
oscurecimiento no enzimatico, ya que las condiciones de pH vy
temperatura del proceso favorecen estos cambios (Lépez-Garcia et al.,
2011). El principio de conservacion de la cajeta y el dulce de leche se basa
en la concentracién de sélidos, especialmente de azlcares, lo que inhibe

el desarrollo microbiano (Allasia, 2012).
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4.2.5. Reacciones térmicas de la lactosa

Entre los factores que influencian los cambios quimico-térmicos en la leche
se encuentran la concentracidon de azulcares, lipidos y proteinas, el pH, la
temperatura y el tiempo de calentamiento, sin olvidar el contenido de
sales y minerales (Morales & Jiménez-Pérez, 1999).

Existen basicamente dos tipos de efectos de las reacciones térmicas de la
lactosa en los sistemas lacteos. El primero comprende los cambios en las
propiedades tecnoldgicas y nutrimentales de la leche, y abarca la
degradacién de lactosa a acidos organicos y lactulosa, la desnaturalizacion
de proteinas, que incluye la inactivacion de enzimas, la descomposicién de
lipidos y vitaminas, asi como la modificacion del equilibrio calcio/fésforo.
El segundo esta relacionado con la aparicion de sabor debido a las
reacciones de Maillard, transformaciones que contindtan durante el
almacenamiento de los productos lacteos (Van Boekel, 1998; Walstra et
al., 2006; Sakkas etal., 2014).

Entre las reacciones térmicas de la lactosa en las que no participan
proteinas se encuentra la anomerizacion, la isomerizacion a lactulosa y la
epimerizacion (Belitz et al., 2009). Y entre los productos que se forman
durante el calentamientode la leche a través de las reacciones de Maillard
destacan la furosina (N&-(2-furoilmetil-lisina)), la lactulosa-lisina (N&-
desoxilactulosil-L-lisina), que es el producto de Amadori formado entre la
lactosa y el grupo €-amino de la lisina, la Ne-caboximetil-L-lisina (CML), la
g-(2-formil-5-hidroximetil-1-pirrolil)-norleucina (lisil-pirralina), y diversos
pigmentos y productos fluorescentes. Finalmente, productos como la
galactosa, la tagatosa, el HMF, y los acidos sacarinicos, férmico y levulinico
se producen por ambas vias, i.e., con o sin la participacion de proteinas
lacteas (Calvo & Olano, 1989; Walstra et al., 2006; Mehta & Deeth, 2016).
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En la Figura 22 se muestra la estructura de algunos de los compuestos
provenientes de l|la degradacién acido-térmica de la lactosa, de las
reacciones de Maillard, o de ambas. La mayoria tiene uso como indicador

térmico, como se detallard mas adelante.
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Figura 22. Compuestos provenientes de la transformacion térmica de la lactosa en la leche. Esquema formulado en el
presente trabajo.

48



4.2.6. Reacciones y productos de Maillard en los productos lacteos

Las reacciones de Maillard estan ampliamente favorecidas en sistemas
lacteos en virtud de su riqueza en proteinas y lactosa, especialmente
cuando su procesamiento implica etapas de calentamiento, evaporacion y
deshidratacion. Por supuesto, la composicion inicial de la leche afecta la
velocidad de reaccién y el perfil quimico resultante. Ademas, los cationes
metalicos, el pH = neutro y una aw intermedia-alta (= 0.72) potencian de
modo muy favorable el desarrollo de dichas reacciones (Smit, 2003;
Olano, Calvo & Corzo, 1989; Zunino, 1997; Claeys, Van, & Hendrickx,
2003; Morgan, Appolonia-Nouzille, Baechler, Vuataz, & Raemy, 2005).

La reaccioén inicia con la condensacion entre la lactosa y los aminoacidos
que conforman las proteinas y los péptidos de la leche, particularmente
con aminoacidos basicos como la lisina, la arginina y la histidina, aunque
los demas aminoacidos también participan (Mehta & Deeth, 2016).
Algunos compuestos de las etapas avanzadas se forman en la leche UHT,
leches concentradas, lactosuero, dulce de leche y cajeta (Smit, 2003;
Zunino, 1997; Claeys et al., 2003; Morgan et al., 2005).

Ademas del oscurecimiento, los efectos térmicos de la reacciéon de Maillard
en la leche incluyen la produccion de aromas y sabores, el descenso del
pH, el aumento de la actividad antioxidante, la quelacién de metales, la
actividad antimicrobiana, la reduccion de antigenicidad, la pérdida de
solubilidad de los productos en polvo, la disminucion del valor biolégico de
las proteinas, en particular por afectacién de los residuos de lisina, y la
generacion de agentes mutagénicos (Van Boekel, 1998; Nursten, 2011).
Respecto a potenciales toxicos, dicho suceso se limita sélo a lechequemada
adherida, pues la formacion de mutagenos como ciertas aminas
heterociclicas requiere temperaturas muy altas, ademas, la creatinina,
que es precursora de este tipo de compuestos, esta presente en la leche

sélo en cantidades traza (Van Boekel, 1998).
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4.2.7. Indicadores térmicos comunes en la leche y los productos lacteos
Los efectos nutrimentales y sensoriales que tienen lugar en multiples
procesos tecnologicos en la industria lactea pueden evaluarse mediante la
determinacion de varios compuestos quimicos y biologicos relacionados
con la intensidad térmica, la etapa de transformacion y el periodo de

exposicion, ya sea a través de la degradaciéon de compuestos nativos de
la leche o de aquellos que resultan de las reacciones a temperaturas altas.
La desnaturalizacién y el entrecruzamiento de proteinas, la reacciéon de
Maillard y la isomerizaciéon de azucares se han estudiado como fuente de

indicadores o marcadores térmicos de la leche (Morales & Jiménez, 2001).

Para que un compuesto pueda emplearse como indicador térmico debe
cumplir con dos requisitos. Por un lado, la sustancia indicadora debe ser
lo suficientemente estable térmica y cinéticamente y, por otro, su
formacion debe ser predecible y ubicarse dentro del intervalo de
calentamiento aplicable tecnologicamente (Ledl, Ellrich & Klostermeyer,
1986). En ocasiones, la medicion de un solo indicador no permite
determinar la severidad del procesamiento térmico, ya que las distintas
condiciones de elaboracién de los productos lacteos generan un conjunto
variado de moléculas. Por ello, se opta por la evaluacién de cocientes:
lactulosa/furosina (Cho, Hong & Kim, 2012), y por la medicién de la

desnaturalizacion de las proteinas del suero (Sakkas et al., 2014).

Otro factor importante para establecer el indicador o marcador ideal que
puede emplearse en un tratamiento térmico y, por lo tanto, en un
producto lacteo, es la concentracion del indicador, ya que las
temperaturas altas y los tiempos prologados en un procesamiento, asi
como las caracteristicas fisicoquimicas de la materia prima, favoreceran
o ralentizaran las reacciones térmicas (Moreaux & Birlouez-Aragon, 1997;
Deeth & Hartanto, 2009; Hellwig et al., 2010; Le et al., 2013; Sakkas et
al., 2014; Sharma et al., 2016; Cortés-Yafez et al., 2018).
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5. Parte central y desarrollo

5.1. Reacciones de la lactosa en leche tratada térmicamente

En esta parte se presentan los resultados de la investigacion monografica
y los esquemas de las principales reacciones y rutas térmicas de la lactosa
en la leche. En primer lugar, se indican los compuestos representativos
de las reacciones térmicas generales del disacarido. En segundo, se hace
una revision de los equilibrios de isomerizacion. En tercero, se estudian
las reacciones de Maillard, en particular con la lisina. En cuarto, se
menciona la importancia de los compuestos empleados como indicadores
térmicos. Y, en quinto lugar, se elabora un resumen de los principales
compuestos estables provenientes de la degradacién del carbohidrato en
los productos lacteos sefialados. Posteriormente, se exponen las
reacciones de la lactosa y de algunos de sus compuestos de
transformacion con microcomponentes lacteos como la urea y los
metales. Y, finalmente, se realiza un resumen de los productos de
descomposicidn de la lactosa y su impacto en las propiedades alimentarias

de los productos lacteos.

En la Figura 23 se indican los principales tipos de equilibrios y reacciones
térmicas que experimenta la lactosa. Entre ellos destaca la mutarrotacion,
en la que se establece una conversién entre la estructura abierta y los
anomeros B- y a- de la lactosa. Asimismo, se presenta la enolizacién que
genera epilactosa, epimero en el C2 del residuo glucosilo de la lactosa, y
lactulosa, i.e., su cetosa isomérica. También se muestran los
intermediarios iniciales de las reacciones de Maillard, tales como la base
de Schiff de la lactosa y el P. Amadori lactulosa-lisina. Finalmente, la
lactosa puede reaccionar con microcomponentes lacteos como la urea
formando ureidos, y con cationes metalicos para generar complejos. En el
primer caso, se trata de derivados con uniones covalentes, y en el

segundo de compuestos con enlaces de coordinacion.
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Figura 23. Reacciones generales de la lactosa en leche tratada térmicamente. Esquema formulado en el presente trabajo.
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5.2. Isomerizacion: mutarrotacion y enolizacidn
En la Figura 24 se muestran los equilibrios de mutarrotacion
(anomerizacion) y el de Lobry de Bruyn-Alberda-van Ekenstein

(enolizacién) de la lactosa.

Ademas de la conversion del andmero B- al a- que se presenta a
temperaturas bajas (0-20 °C) y en procesos de calentamiento (> 50 °C),
la mutarrotacién favorece la formacion de a-lactosa monohidratada
cuando el tratamiento implica etapas de concentracién de los
componentes, en las que disminuye la aw, como sucede en la elaboracién
de leches concentradas y dulces lacteos. La a-lactosa hidratada, cuya
estructura se muestra en la Figura 24, es la forma mas estable de la
lactosa. Cabe mencionar que la deshidratacion rapida de una solucion de
lactosa, como acontece en la produccion de leche en polvo, da origen a

una mezcla higroscépica de a- y B-lactosa amorfas (Belitz et al., 2009).

Ademas de la mutarrotacion, la Figura 24 muestra el equilibrio de
enolizacion de la lactosa a partir del intermediario 1,2-enodiol-
galactosilado. Los productos de epimerizacion e isomerizacion son, de
manera respectiva, epilactosa y lactulosa. Cada uno de estos disacaridos
puede formar los andmeros a y B de sus correspondientes estructuras
piranésicas y furanésicas. En el caso de la lactulosa, la B-fructopiranosa
es el anédmero mas estable (Walstra et al., 2006; Nooshkam et al., 2018).
Asimismo, partiendo del intermediario 2,3-enodiol-galactosilado, la
lactulosa podria formar el disacarido galactosil-psicosa, no obstante, no

existen reportes sobre el particular, debido acaso a su inestabilidad.

Por otro lado, la lactosa puede experimentar reacciones significativas de
degradacion en medio térmico-alcalino (Aider & De Halleux, 2007), como

se detallara posteriormente.
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Figura 24. Mutarrotacion, enolizacion e hidratacion de la lactosa. Esquema formulado en el presente trabajo.
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5.2.1. Lactulosa y epilactosa

En la Figura 25 se muestran los equilibrios de mutarrotacién de los
disacaridos lactulosa y epilactosa que pueden presentarse durante el
procesamiento térmico de la leche. La conversiéon de lactulosa en
epilactosa, y viceversa, esta mediada, como se ha mencionado, por el
intermediario 1,2-enodiol-galactosilado. La importancia de la lactulosa y
la epilactosa radica en que ambos disacaridos poseen un alto valor
prebioético, puesto que, al ser fermentados por los microorganismos
intestinales, generan acidos grasos de cadena corta que promueven
efectos benéficos en la salud humana. Ademas, favorecen la absorcion de
minerales y la disminucién de niveles elevados de colesterol en el plasma
sanguineo (Nishimukai et al., 2008; Watanabe et al., 2008).

Aparte de su efecto prebiotico, la lactulosa se utiliza como indicador
térmico en las leches HTST, UHTd, UHTi y en leche esterilizada,
encontrandose una respectiva concentracion de 15-80, 50-850, 190-830,
y de 1080-1500 ppm (Sakkas et al., 2014). Se trata de un compuesto
termodinamica y cinéticamente estable que, sin embargo, no se detecta
en sistemas como la leche cruda o la leche LTLT debido a su alta energia
de activaciéon (Ea = 90.2 kJ/mol). Por otro lado, la lactulosa presenta una
cinética de formacion de pseudo-orden uno, puesto que el agua, i.e., el
otro reactivo que interviene en su produccion esta en exceso y no afecta
la velocidad de enolizacion de la lactosa, un hecho que se traduce en el
limitado rendimiento de lactulosa en los sistemas lacteos. Por su parte, la
epilactosa representa solo el 10% de los isémeros en las leches
esterilizadas, por lo que no es un buen indicador de | calentamiento
excesivo en la mayoria de los tratamientos térmicos (Sakkas et al., 2014).
Por ejemplo, en estudios previos con leche pasteurizada, leche UHT, leche
en polvo y leche esterilizada, se registro epilactosa en trazas (53-186 ppm)

sélo en el ultimo caso (Olano & Calvo, 1989).
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5.2.2. Reacciones de la lactulosa

De acuerdo con el modelo cinético de degradacion térmica de la lactosa
propuesto por Van Boekel (1998), ademas del equilibrio de enolizacién y
mutarrotacion, la lactulosa puede también sufrir fragmentacion v,
basicamente, producir a) galactosa + un compuesto “C6” o, bien, b)
galactosa + un compuesto “C5” + HCOOH. En el primer caso, el compuesto
“C6” puede ser fructosa o su epimero en C3, la psicosa, aunqueesta ultima
se formaria en concentraciones de traza en los productos lacteos. En el
segundo caso, el compuesto “C5” puede ser 3- desoxipentosulosa
(Troyano, Olano, Jimeno, Sanz & Martinez-Castro, 1992b), o una 2-
desoxipentosa como la 2-desoxirribosa, a partir de la cual también puede
formarse HCOOH vy alcohol furfurilico (Berg, 1993). Dichas reacciones
explican parcialmente la formacién térmica de galactosa, fructosa, glucosa
y tagatosa (Troyano, Olano, Fernandez-Diaz, Sanz & Martinez-Castro,
1991; Van Boekel,1998; Sanchez-Hernandez, 2018). En general, esta
ultima se produce en muy bajas concentraciones (Troyano, Martinez-
Castro & Olano, 1992a) salvo en leche esterilizada a 120 °C en presencia

de fructosa (Oshima, Kimura & Izumori, 2006).

Tomando en cuenta lo informado en la literatura para soluciones acuosas
de lactosa tratadas en medio térmico-alcalino (Aider & De Halleux, 2007),
la formacién de lactulosa implica la generacién del disacarido epilactosa,
de los monosacaridos reductores galactosa y fructosa, y de algunos
compuestos acidos, lo que es consistente con las investigaciones de Van
Boekel (1998). Asimismo, se generan productos del oscurecimiento no
enzimatico a partir de la degradacion de los azucares reductores
formados. El descenso del pH puede a su vez acelerar la produccion de
galactosa y fructosa y, por ende, la de sus compuestos de degradacioén o,
bien, promover la conversion reversible de lactulosa en lactosa mediante

una enolizacion, a través del intermediario 1,2-enodiol-galactosilado.
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Segun lo observado por Van Boekel (1998), y Aider y De Halleux (2007),
el orden de mayor a menor produccién de azucares reductores
provenientes de la descomposicion de la lactulosa es el siguiente:
galactosa> fructosa> tagatosa. No obstante, la concentracién de estos y
otros productos dependera de la temperatura y el pH, pues mientras mas
elevados sean, aumentara la reactividad de la lactulosa. En particular, el
hecho de que la concentracién de la galactosa formada a partir de
lactulosa sea superior a aquella de la fructosa (Walstra et al., 2006) y la
tagatosa sugiere que la degradacién del disacarido no involucra su
hidrolisis, sino mas bien la fragmentacion del intermediario 2,3-enodiol-
galactosilado (Figura 24), ya que un proceso hidrolitico generaria en
principio cantidades equimolares de fructosa y galactosa. Igualmente, una
baja concentracién de fructosa puede deberse a su rapida descomposicion.
Por su parte, la tagatosa proviene de la enolizacion de lagalactosa, ya que
son isémeros interconvertibles en medio basico. De estamanera, una ruta
importante para la generacion de galactosa, azucares reductores vy
productos del oscurecimiento no enzimatico durante el calentamiento de
la leche es la degradacion de lactosa via lactulosa, fenébmeno que se
acentua en procesos como la esterilizacion. En la Figura26 se esquematiza
la ruta de degradacion térmico-alcalina de la lactulosaresumida en el
presente trabajo de acuerdo con Berg (1993), Fox et al. (2015), Van
Boekel (1998) y Aider & De Halleux (2007).

Como se ha revisado, un medio térmico-alcalino promueve la degradacion
de los disacaridos lactosa y lactulosa, asi como la formacion de distintos
compuestos con impacto sensorial. Lo anterior implica que dichas
reacciones se presenten en derivados lacteos donde se apliquen estas
condiciones (pH alcalino y calentamiento), e.g., dulce de leche y cajeta.
Adicionalmente, la lactulosa puede también experimentar reacciones de

Maillard y esterificacion (Nooshkam et al., 2018).
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5.3. Reacciones de Maillard durante el calentamiento de la leche

La Figura 27 muestra el esquema general de las reacciones de Maillard de
la lactosa (Fox et al., 2015), mismo que se adaptd para el presente
trabajo. En primer lugar, se verifica una condensacion entre el
carbohidrato y el grupo e-amino de la lisina, lo que genera el producto de
Amadori conocido como lactulosa-lisina, un compuesto de estabilidad
relativa correspondiente a la etapa inicial del oscurecimiento. En funcidn
de un procesamiento térmico posterior o de un calentamiento continuo, la
lactulosa-lisina establece un equilibrio entre los intermediarios
galactosilados 1,2- y 2,3-enaminol, los cuales representan las dos
principales rutas de descomposicién de la reaccién de Maillard. Ambos
enaminoles se transforman por deshidratacién en intermediarios a-
dicarbonilicos precursores de una amplia gama de compuestos de las
etapas avanzadas de la reaccion: acidos carboxilicos, HMF y compuestos
aromaticos volatiles como las pirazinas, el maltol e isomaltol, y moléculas
de alta masa molar como las melanoidinas. En particular, el 1,2-enaminol
se convierte en el 1,2-dicarbonilo denominado 3-DG, y el 2,3-enaminol en
el 2,3-dicarbonilo conocido como 1-DG. La formacion de ambos a-
dicarbonilos se ve potenciada en productos como las leches
deslactosadas, puesto que los monosacaridos remanentes de la hidrdlisis
de la lactosa, la glucosa y la galactosa, son mas reactivos que el propio
disacarido (Jansson et al., 2014). La energia térmica y el almacenamiento
aceleran la conversion de los a-dicarbonilos (Van Boekel, 1998; Hellwig et
al., 2010), que pueden a su vez establecer equilibrios endlicos e iminicos
y rendir las respectivas 1-imino-3-desoxiosona y la 1-desoxiosona en
forma endlica, y sufrir la posterior pérdida de galactosa. La produccién de
acidos, HMF y compuestos aromaticos corresponde a la segunda etapa de
las reacciones, mientras que la tercera fase se refiere a la formacion de

compuestos estables de alta masa molar.
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Figura 27. Reacciones de Maillard de la lactosa. Basado en Foxet al. (2015).
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Aungue las rutas de formacion del 1,2- y 2,3-enaminol estan favorecidas
térmicamente, el pH es un factor que desplaza el equilibrio hacia un
enaminol u otro. La producciéon de la 3-DG a través de la enolizacion 1,2
se promueve a valores de pH menores a 7, mientras que la 1-DG, formada
mediante la enolizacién 2,3, se favorece tanto a pH neutro como a pH
alcalino, por lo que esta via es la mas importante en la leche debido a su
pH cuasi neutro (Van Boekel, 1998). No obstante, de acuerdo con los
productos identificados, durante los tratamientos térmicos de la leche,

ambas vias se presentan en proporcion similar.

De acuerdo con la Figura 27, la deshidratacion del 1,2-enaminol
galactosilado produce la 1-imino-3-desoxiosona, y a partir de esta se
forman los acidos sacarinicos, férmico y levulinico, galactosa, HMF y
polimeros de éste. El HMF también puede formarse en las reacciones de
Maillard o de descomposicién acido-térmica de la galactosa. En lo que
concierne a la ruta del 2,3-enaminol-galactosilado, su desaminacidn
produce la correspondiente 1-DG, y ésta genera furosina, piridosina,
maltol, isomaltol-galactosilado, metilglioxal, diacetilo y ornitino-
imidazolinona (OIZ). Una formacion alternativa de maltol implica la
deshidratacién del isomaltol-galactosilado en condiciones acido-térmicas
(Ledl et al., 1986). Posteriormente, la descomposicion térmica del
isomaltol-galactosilado genera isomaltol y galactosa, monosacarido

reactivo que participa en subsiguientes reacciones.

En particular, la piridosina y la furosina son productos estables muy
conocidos de la degradacion del 2,3-enaminol de la lactosa. La furosina,
al igual que la piridosina, se forma por hidrdlisis acida de la lactulosa-
lisina, y es uno de los principales compuestos de la degradacién de lactosa
empleados como indicadores del dafo térmico en la leche. Debido a la
importancia de la furosina y la piridosina como marcadores térmicos, sus

particularidades se detallaran en la subseccion correspondiente.
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Otro producto proveniente de la 1-DG es el metilglioxal (Figura 27), que
se genera por la fragmentacion entre los carbonos 3 y 4 de la misma. El
piruvaldehido o metilglioxal es un a-dicarbonilo altamente reactivo
implicado en las reacciones de entrecruzamiento de proteinas. Por ello,
esta asociado con la disminucion del valor bioldégico y la pérdida de
digestibilidad en la leche. Como a-dicarbonilo puede participar en la
degradacion de Strecker o, bien, reaccionar mediante nuevas
condensaciones alddlicas y aminicas para formar compuestos que
contribuyen al oscurecimiento no enzimatico (Hellwig et al., 2010;
Nursten, 2011; Mehta & Deeth, 2016). Asimismo, puede reaccionar con
residuos de L-Arginina (L-Arg) y dar origen a OIZ, un producto del
entrecruzamiento de proteinas formado especialmente en alimentos que
han recibido un tratamiento térmico-alcalino (Belitz et al., 2009), asi como

en leche sometida a calentamiento (Ahmed et al., 2005).

Por otro lado, el diacetilo, el maltol e isomaltol son compuestos que
contribuyen al sabor y aroma de los alimentos (BeMiller & Huber, 2008)
y, en este caso, de la leche y los lacteos. Asimismo, la Figura 27 indica la
formacion de CO2, aldehidos, dihidropirazinas y pirazinas por
condensacion de a-dicarbonilos provenientes de la reaccion de la lactosa
con a-aminodacidos libres. En especifico, las pirazinas se generan por
oxidaciéon de las dihidropirazinas. Tanto los aldehidos como las pirazinas
provenientes de la degradacién de Strecker contribuyen al perfil aromatico
de los productos lacteos tratados térmicamente. Ademas, los aldehidos
pueden participar en subsecuentes reacciones de Maillard, por ejemplo,
en la generacién de distintos heterociclos, polimeros y melanoidinas
(BeMiller & Huber, 2008). Adicionalmente, la formacion de melanoidinas
también proviene de la degradacion del 1,2-enaminol- galactosilado, y a

partir de este tiene lugarla generacion de polimeros deHMF (Wong, 2018).

63



Las melanoidinas y pirazinas son los principales compuestos nitrogenados
de las reacciones de Maillard (Cortés-Yanez et al., 2018). Mientras que
las primeras destacan por su contribucion al color, las pirazinas son
notables por sus propiedades sensoriales. Entre los sabores y aromas que
pueden aportar se encuentran notas terrosas, amargas, aromas a
guemado, olores a solvente, a dulce, malta, pan, caramelo, café y
alimentos rostizados (Stojanovska et al., 2017), lo que dependera de los

distintos sustituyentes de dichos heterociclos (Belitz et al., 2009).

De acuerdo con el esquema de la Figura 27, los acidos sacarinicos, formico
y levulinico se producen a través de la galactosa, monosacarido que
proviene de la fision de lactosa inducida por la reaccion de Maillard. En
especifico, un intermediario que lleva a la produccion del acido
metasacarinico genera 2-desoxipentosa y, nuevamente, acido formico.
Igualmente, este acido puede producirse a partir de HMF. Por su parte,
las pentosas se forman en concentraciones micromolares (uM) en leche
tratada térmicamente y aportan sabores intensamente amargos al

producto final (Moreno, Villamiel & Olano, 2003).

En particular, el HMF es un precursor de color que se emplea como
indicador de la degradacion térmica de carbohidratos en los alimentos
(Belitz et al., 2009). Por su parte, los acidos férmico y levulinico se forman
por hidrdlisis del HMF, reaccion que se favorece a altas temperaturas,
e.g., aquellas involucradas en la elaboracién de leche UHT y leches
concentradas. Ademas de sus propiedades aromaticas y gusto acido,
ambos carboxilos disminuyen el pH de la leche durante los tratamientos
térmicos y, por otra parte, el acido formico es un conocido prebidtico
(Walstra et al., 2006), como se detallara en la subseccién 5.3.2.
Asimismo, estos acidos pueden emplearse como indicadores de la

intensidad térmica en la leche UHT y leches concentradas.
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5.3.1. Reactividad de la lactosa

La parte mas reactiva de la lactosa y, por lo tanto, la que participa en el
oscurecimiento de Maillard, y en las reacciones térmicas en general, es el
residuo de glucosa (glucosilo) del disacarido, debido a que presenta un C
hemiacetalico con propiedades reductoras. No obstante, varios
compuestos e intermediarios de la degradacion de este azucar, como el
isomaltol-galactosilado y la 1-desoxiosona en forma endlica conservan el
grupo galactosilo no reductor. La permanencia de este residuo en los
productos lacteos les confiere una mayor capacidad de retencién de agua
(CRA), favorece la complejaciéon de metales, conserva una fraccion del
aporte caldrico y, en el aspecto sensorial, ralentiza el oscurecimiento no
enzimatico y la aparicién de sabores amargos (Moreno, Villamiel & Olano,
2003). Sin embargo, como se presenta en la Figura 27, en las etapas
avanzadas de las reacciones de Maillard el residuo de galactosa se puede
liberar, proceso conocido como desgalactosilacion, aumentando con ello
la reactividad del sistema lacteo, ya que disminuye el impedimento
estérico de las moléculas de disacarido o de los intermediarios con enlaces
B-galactosidicos, y la galactosa recupera su condicién de carbohidrato
reductor y, con ello, su potencial reactivo. En ese sentido, los azlcares
reductores estructuralmente mas simples reaccionan mas rapidamente
que los oligosacaridos, como es el caso de la lactosa, y lo mismo aplica

para la reaccién con los grupos amino (Wong, 2018).

De acuerdo con lo anterior, la descomposicion progresiva de la lactosa, en
la que se genera una amplia gama de intermediarios reactivos, esta
influenciada por la temperatura elevada. Asimismo, influye el tiempo de
exposicion y la identidad de los aminoacidos participantes, factores que
impactan en el perfil quimico de los productos lacteos. Y, como se ha
sefalado antes, entre los aminoacidos mas reactivos en los sistemas

lacteos se encuentran la lisina y la arginina (Stojanovska et al., 2017).

65



5.3.2. HMF y productos acidos

Ademas de producirse en las reacciones de Maillard, el HMF y los acidos
formico y levulinico se generan en la degradacion térmica de azucares
reductores catalizada por acidos débiles. En el caso de la leche, el acido
citrico nativo puede acelerar ambos tipos de reacciones y, como se ha
indicado, los azlcares participantes no se limitan sélo a lactosa, sino
también a la galactosa que se llega a liberar durante la degradacion de
Maillard y, en el caso de las leches deslactosadas, la reactividad puede

deberse a la presencia de galactosa y glucosa.

En particular, el HMF proviene de la ciclo-deshidratacién de hexosas via
una 1,2-enolizacién. Posteriormente, dicho furanoide se hidroliza para
rendir los acidos levulinico y férmico. Por su parte, los acidos sacarinicos
son productos conocidos en la degradacion basica de azucares (Wong,
2018), no obstante, también se producen en leche calentada (Van Boekel,
1998), puesto que bases débiles como el agua pueden coadyuvar al
proceso. No obstante, en la leche tratada térmicamente el acido organico
mayoritario es el férmico, y es el principal responsable de su acidificacion.
Al respecto, varios estudios han demostrado que las bacterias lacticas
crecen mejor en leche esterilizada en autoclave que en leche calentada
de 80 a 90 °C debido a la formacion de sustancias provenientes de la
degradacién térmica de lactosa, tales como el acido formico (Nishimura
etal., 2013; Walstra et al., 2006).

Por otro lado, la producciéon de acido férmico via la reaccion de Maillard
se favorece sin embargo hasta cierto limite, puesto que la acumulacion
de compuestos carboxilicos puede reducir la velocidad de la condensacién
amino-carbonilo, y de las distintas etapas del oscurecimiento y, por lo
tanto, desacelerarla transicién del producto de Amadori a HMF, galactosa

y acidos. Asimismo, la formacién de melanoidinas puede ralentizarse.
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Aparte del HMF y los acidos mencionados, furanoides como el furfural, la
furilmetilcetona y el 5-metilfurfural se producen durante las etapas
avanzadas de la reaccibn de Maillard y son al mismo tiempo
intermediarios en la formacién de melanoidinas (Ferrer, Alegria, Courtois
& Farré, 2000; Morales & Jiménez, 2001). Igualmente, su producciéon es
posible por degradaciéon acido-térmica. La Figura 28 resume la formacion

de estos compuestos.
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Figura 28. Formacion de furanoides y dcidos por dos distintas vias de degradacion térmica de la lactosa. Esquema
formulado en el presente trabajo.
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5.3.3. Productos con propiedades antioxidantes

A medida que aumenta la temperatura de procesamiento en los sistemas
|lacteos se detecta una mayor capacidad antioxidante. Este fendmeno se
explica por la formaciéon gradual de compuestos con propiedades
reductoras en las etapas iniciales y avanzadas del oscurecimiento no
enzimatico. De esta forma, conforme avanza la reaccion, la actividad
antioxidante se incrementa de tres a cinco veces y, de manera

simultanea, la paulatina pérdida de lisina (Cortés-Yanez et al., 2018).

Entre los intermediarios con propiedades antioxidantes formados durante
las reacciones térmicas en la leche, particularmente a través del
oscurecimiento de Maillard, se encuentran las reductonas y las
aminorreductonas (Ledl, 1984; Pischetsrieder, Schoetter & Severin,
1998; Trang, Shimamura, Kashiwagi, Ukeda & Katsuno, 2011;
Stojanovska et al., 2017). Al igual que las reductonas, sus productos de
oxidacién, las dehidrorreductonas, también registran actividad
antioxidante. Ambas son especies carbonilicas formadas principalmente a
partir de las 1l-desoxiosonas (2,3-dicarbonilos), no obstante, pueden
igualmente provenir de las 3-desoxiosonas (1,2-dicarbonilos). La
degradacién de estos intermediarios genera compuestos como el maltol e
isomaltol, con ligeras propiedades antioxidantes debido a su capacidad
quelante. En la Figura 29 se esquematiza la formacion de reductonas y
dehidrorreductonas que se propuso en el presente trabajo para la etapa
avanzada de la reaccidon de Maillard (BeMiller & Huber, 2008; Kanzler,
Haase & Kroh, 2014; Kanzler, Haase, Schestkowa & Kroh, 2016). Por su
parte, las aminorreductonas son estructuras carbonilicas analogas a las
reductonas que, como su nombre lo indica, contienen grupos amino,
mismos que se encuentran frecuentemente enlazados a proteinas
(Pischetsrieder et al., 1998; Trang et al., 2011). En la Figura 30 se

muestra un esquema de su produccion a partir de la lactosa y caseina.
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Figura 29. Propuesta de formacion de reductonas y dehidrorreductonas en la reaccion de Maillard en sistemas Idcteos. Esquema formulado en el presente trabajo.
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Figura 30. Formacion de aminorreductonas en sistemas ldcteos. Esquema formulado en el presente trabajo.

De acuerdo con la Figura 30, las aminorreductonas pueden derivar del
producto de Amadori de la lactosa a partir del intermediario 4-DG. Estos
compuestos no so6lo muestran actividad antioxidante, por ejemplo,
protegiendo a la vitamina B> de la fotodegradacién, sino también
propiedades antimicrobianas contra bacterias como Helicobacter pylori.
Tal es el caso de la aminoreductona lisil-1-amino-2,5,6-trihidroxi-1-
hexen-3-ona ligada a proteinas a través de residuos de lisina (Shimamura,
Kurogi, Katsuno, Kashiwagi & Ukeda, 2011; Trang et al., 2011) que,

precisamente, se indica en la Fig. 30.
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5.3.4. Melanoidinas en los sistemas lacteos

En el esquema de la Figura 27 se indica que las melanoidinas pueden
provenir tanto del 1,2-enaminol como del 2,3-enaminol de la lactosa. En
particular, se muestran dos estructuras poliméricas correspondientes a la
etapa final de las reacciones de Maillard, i.e., la produccién de
melanoidinas, una formada por la condensacion de HMF, y otra

proveniente de la unién de anillos pirrdlicos.

Otros productos de la etapa de oscurecimiento de Maillard son las
proteinas glicosiladas que se forman cuando los grupos laterales de los
residuos de lisina y arginina -principalmente- reaccionan con compuestos

carbonilicos, furfurales o pirroles (BeMiller & Huber, 2008).

Los productos lacteos con mayor concentracion de melanoidinas son las
leches concentradas, la cajeta y el dulce de leche. Esta caracteristica tiene
relacion con una menor disponibilidad de lisina en estos sistemas en
comparacion con la leche UHT (Rutherfurd & Moughan, 2005). En el caso
del dulce de leche, la mayoria de los productos de Maillard relacionados
con su coloracion estan ligados a proteinas (98.5%), y solo una cantidad
residual esta presente en forma libre (1.5%). Las melanoidinas del dulce
de leche forman melanoproteinas de alta masa molar (< 14.3 kDa), y
aquellas que se liberan en la digestién enzimatica de dichas
melanoproteinas presentan una masa molar entre 0.4 y 1.8 kDa. La
deteccion de las melanoidinas se realiza a 420 nm, donde los agregados
con mayor masa molar contribuyen mas al color, y su concentracion es
proporcional al aumento de la coloracién del producto lacteo (Rodriguez
et al., 2019). En el caso de las leches deslactosadas, el perfil de
melanoidinas puede modificarse ligeramente y afectar no sdélo atributos
como el color, sino también la textura del dulce de leche (Giménez, Ares,
Gambaro, 2008b).
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5.3.5. Afectacion de aminoacidos y glicosilacion de proteinas lacteas

El aminoacido mas afectado en el tratamiento térmico de la leche es la
lisina, ya que la reactividad de su grupo e-amino le permite participar
tanto en la reaccién de Maillard como en degradaciones alternativas. Por
ejemplo, en sistemas acuosos (pH 6.8) de lactosa (150 mM) y caseinato
de sodio (3%) calentados a 120 °C por 60 min, Walstra et al. (2006)
observaron una disminucion de lisina no proporcional a la formacién de
melanoidinas. Una razon es la descomposicidon del aminoacido a través del
entrecruzamiento de proteinas. En el caso de la leche en polvo y la leche
condensada azucarada, la concentracion de lisina residual es semejante a
aquella de la leche fluida no procesada; sin embargo, los valores de
absorbancia a longitudes de onda de 294 y 420 nm obtenidospara el
producto en polvo indican el respectivo progreso de las etapas avanzadas
y finales de la reaccién. Por su parte, el dulce de leche presentael mayor
valor de absorbancia a esas longitudes de onda, asi como un bajo
contenido de lisina, lo que confirma el desarrollo de las etapas finalesde la

reaccion de Maillard en ese producto (Cortés-Yafiez et al., 2018).

La reaccion de Maillard o glicosilaciéon de proteinas se asume como un
proceso inespecifico con grados de modificacion que dependen de la aw, Y
de la concentracion de azucares y proteinas; sin embargo, cada
aminoacido o sitio de glicosilacion en una proteina se ve afectado de forma
especifica durante los procesos térmicos. Por otro lado, la lactosilacién
reduce el poder alergénico de la B-lactoglobulina, la a-lactoalbumina y las
caseinas (Calvo & Olano, 1989; Moreaux & Birlouez-Aragon, 1997;
Milkovska-Stamenova & Hoffmann, 2016).
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Respecto a la glicosilacion de proteinas lacteas, Meltretter, Wist y
Pischetsrieder (2014) han identificado 124 sitios de lactosilacién en 28
diferentes proteinas, incluyendo fracciones como la albumina sérica, la
lactoferrina, y enzimas como la lactoperoxidasa, la superéxido-dismutasa
y la xantina-oxidasa, esta ultima presente en la MFGM. La mayor parte de
los sitios se ubican en las proteinas del suero debido a su caracter polary
alta termosensibilidad, resultando en una mayor exposicién de sitios
reactivos y una mayor desnaturalizacion. En la B-lactoglobulina, 13 de los
15 residuos de lisina pueden sufrir lactosilacién, seguida por la a-
lactoalbumina, en la que nueve de los 12 residuos de lisina se ven
afectados, y las caseinas, donde la k-caseina puede presentar entre seis
y nueve lactosilaciones. Respecto a las otras caseinas, el grado de
lactosilacion aumenta al disminuir su lipofilicidad, lo que significa que el
orden de mayor a menor afectacion es as2>as1>. (Milkovska-Stamenova
& Hoffmann, 2016). No obstante, a pesardel reducido acceso de la lactosa
a los sitios apolares, en todos los casos se confirma una destruccion
parcial de la estructura micelar (Milkovska-Stamenova & Hoffmann,
2016). Porsu parte, Zhao et al. (2018) verificaron que la B-caseina resulta

menos afectada que la B-lactoglobulina y la seroalbimina.

Cabe mencionar que el nimero real de proteinas glicosiladas en la leche
puede ser incluso mas alto que el referido, ya que la lactosilacidon sélo
constituye un tipo de modificacion térmica, mientras que la glicosilacion
de glucosa y galactosa, presentes en leches deslactosadas, formaria los
respectivos derivados fructosil-lisina y tagatosil-lisina (Meltretter et al.,
2014; Mehta & Deeth, 2016; Milkovska-Stamenova & Hoffmann, 2016).

El tipo de tratamiento térmico influye directamente en el grado de
lactosilacion de proteinas, representando de 70 a 80 sitios de reaccién en
la leche pasteurizada, de 120 a 170 en la leche UHT, y de 160-190 en las

leches en polvo (Milkovska-Stamenova & Hoffmann, 2016).
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5.4. Principales indicadores térmicos en leche y productos lacteos

Existe una amplia variedad de compuestos que se utilizan como
indicadores de la intensidad de los tratamientos térmicos en la leche.
Como se ha senalado, la importancia de los indicadores térmicos radica
en la fiabilidad para determinar la calidad nutrimental y la eficiencia de

los procesamientos.

Entre los indicadores térmicos empleados mas frecuentemente destaca el
HMF, la furosina y la lactulosa (Figura 31), debido a que, de acuerdo con
la Tabla 7, son compuestos comunes en una gran diversidad de productos
lacteos. Otro indicador utilizado de manera habitual es la lactulosa-lisina,

cuya hidrdlisis acida rinde, precisamente, furosina.

El HMF y la furosina son furanoides que provienen de la reaccion de
Maillard, aunque, como se ha comentado, el HMF puede igualmente
generarse por degradacion acido-térmica de la lactosa, mientras que la
lactulosa es un producto de interconversion de aldosas a cetosas mediante
el equilibrio de enolizacion de Lobry de Bruyn-Alberda-van Ekenstein de
la lactosa. De acuerdo con los estudios de cinética quimica de Claeys,
Ludikhuyze y Hendrickx (2001), el HMF, la furosina y la lactulosa
presentan las respectivas energias de activacion de 90.2, 88.7 y 99.1
kJ/mol a 110 °C. Dichos resultados revelan que la formaciéon de furosina
0, mas bien, de su precursor lactulosa-lisina es mas favorable que la
produccién de HMF y lactulosa. En otras palabras, a 110 °C las reacciones

de Maillard se ven mas favorecidas que la enolizacién de la lactosa.

En la Figura 31 se muestran los principales compuestos empleados como
indicadores térmicos en el andlisis de productos lacteos (Van Boekel,
1998). Posteriormente, en la seccién “Recapitulacion final”, se resume la
informacidon que proporciona cada indicador sobre el dafio térmico en la

leche.
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Figura 31. Indicadores térmicos mds comunes empleados en sistemas Idcteos. Esquema formulado en el presente

trabajo.
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5.4.1. Lactulosa Lisina

La formacién de lactulosa-lisina se muestra en la Figura 32. De acuerdo
con ésta, la reaccion de Maillard entre la lactosa y la lisina inicia con la
condensacion entre el grupo e-NH2 del aminoacido y el carbonilo libre del
disacarido en su extremo reductor. Posteriormente, se forma una base de
Schiff que, a su vez, se transforma en lactulosa-lisina aun enlazada a
proteinas, misma que puede liberarse por hidrélisis. La formacion de
lactulosa-lisina implica una disminucion en la concentracién disponible de
lisina, asicomo en la digestibilidad de las proteinas lacteas, principalmente
de las caseinas (Van Boekel, 1998; Mehta & Deeth, 2016).
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Figura 32. Formacidn de lactulosa-lisina a partir de lactosa. Esquema formulado en el presente trabajo.
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5.4.2. Furosina y piridosina

La lactulosa-lisina puede convertirse en furosina ligada a proteinas via el
intermediario dicarbonilico 4-DG que se genera por desgalactosilacién de
la lactulosa-lisina; posteriormente, la 4-DG se deshidrata para formar
furosina. Lo anterior corresponde con lo expuesto por Belitz et al. (2009),

y se representa en la Figura 33.

" e

NH Lactosa NH Gal
Oi ~ Oi O O OH
(CH2)3—CHa-NH, (CH2)3—CH,-NH
HN, HN
Proteina Proteina OH OH

Lactulosa-lisina

]\, Gal

O O
NH NH
Oi o) ‘T‘ Oi 0 OH
(CH2)3—CH,-NH o) (CH2)3—CH,-NH
HN \ H,0 HN,
Proteina Proteina O OH
Furosina (ligada a proteinas) 4-Desoxiosona

Figura 33. Formacion de furosina ligada a proteinas a partir de lactosa. Belitz et al. (2009).

El analisis de furosina comprende una etapa de hidrdlisis acida y la
identificacion de los aminoacidos de las proteinas lacteas. El rendimiento
hidrolitico alcanza un 40% de lisina no enlazada, 32% de furosina y =
14.4% del indicador térmico piridosina (Nursten, 2011). Por otro lado, la
oxidacion quimica de furosina da lugar a carboximetil -lisina (CML), que es
un importante marcador térmico de la leche y los productos lacteos (Belitz

etal., 2009). Lo mencionado se esquematiza en la Figura 34.

77



o

Leche tratada HC1 6 M NH,
térmicamente 24 h HO
NH»

Lisina
(40%)

0O H 1) ) H )
N o} [o] | N
Hom V‘\“/ \ll HO 'HN?W JJ\OH
2

Furosina Carboximetil-lisina
(32%) (CML)

+
(@) H3C
NH, —
OH
Piridosina
(14.4%)

Figura 34. Productos de hidrdlisis de las proteinas en un sistema ldcteo tratado térmicamente.
Nursten (2011).

La concentracion de furosina puede emplearse como un indicador de la
carga de calor aplicada a la leche liquida, ya que permite la discriminacion
entre tratamientos térmicos como la pasteurizacién y el procesamiento
UHT (Schmidt, Boitz & Mayer, 2017). Para facilitar la comparacion de
resultados, la concentracion de furosina en alimentos se expresa como
mg de furosina/100 g de proteina. Respecto a su presencia en leche fluida
procesada, el contenido respectivo de furosina en leches LTLT, UHTd, UHTi
y leche esterilizada es 4-14, 6-485, 40-430, y 250-440 mg/100 g proteina
(Sakkas et al., 2014). Por su parte, Belitz et al. (2009) indicaron500-1800
mg furosina/kg de proteina para leche UHT, y Delgado, Corzo,Santa-
Maria, Jimeno y Olano (1992) sefialaron una concentracion de 30.21-
39.44 mg furosina/L para dicho producto. Ambos intervalos
corresponden, de manera respectiva, a 50-180 y 91.5-119.5 mg/100 g
de proteina. Finalmente, esos datos que coinciden en orden de magnitud
con los senalados por Sakkas et al. (2014) para leche UHT (UHTd y UHTi).
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Cabe mencionar que la diferencia en el contenido de furosina entre la
leche UHTi y la leche UHTd se debe a que la transferencia de calor en este
ultimo se realiza de manera practicamente inmediata con respecto al
método UHTI, en el que se presenta un mayor deterioro térmico debido a
que requiere mayor tiempo de exposicidon, dependiendo ademas de la
eficiencia de los intercambiadores. Al mismo tiempo, la condensacién del
vapor en el método UHTd disminuye la concentracion de los compuestos
finales. En general, para el proceso UHT se considera un exceso de
calentamiento si los niveles de furosina superan los 50 mg/L de leche
(1.67 g/100 g proteina) (Hewedy, Kiesner, Meissner, Hartkopf &
Erbersdobler, 1994; Elliott, Datta, Amenu & Deeth, 2005).

Al igual que en el caso de la furosina, la piridosina proviene del 2,3-
enaminol-galactosilado (Figura 27), y en particular de la 4-DG. Asi, se
trata de una estructura derivada de las aminorreductonas (Sakkas et al.,
2014). No obstante, su formaciéon se da a temperaturas y valores de pH
mayores que los necesarios para la produccion de furosina. En ese sentido,
los trabajos de Erbersdobler, Dehn, Nangpal y Reuter (1987), y Nursten
(2011) expresaron una relacion furosina/piridosina de 1:0.36 para la leche
UHT. Por esa razéon, para leche UHT o para leches con tratamiento
moderado la piridosina es un indicador térmico poco utilizado,empero, su
uso puede resultar ventajoso en productos como la cajeta y el dulce de
leche, cuya fabricacion involucra un incremento del pH de la materia

prima.

Por su parte, el HMF correlaciona bien (r=0.96) con la furosina
cuantificada en leche UHT obtenida en planta piloto, aunque no
necesariamente con leche UHT comercial (r=0.85) (Nursten, 2011). La
correlacién positiva puede explicarse si se considera que las energias de
activacion para la formaciéon de ambos compuestos son muy similares (Ea

= 90 kJ/mol).
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5.4.3 Carboximetil-lisina, lisil-pirralina e isomaltol-galactosilado

Otro indicador térmico de importancia en los sistemas lacteos es la
carboximetil-lisina (CML), aminoacido no nativo que se forma durante el
analisis quimico por oxidacién de la furosina, como se indica en la Figura
34, o, bien, por fragmentacién basica de intermediarios B-dicarbonilicos
generados en la deshidratacion del producto de Amadori, en este caso la
lactulosa-lisina, como lo muestra la Figura 35. Otra importante via de
formacion de CML en la leche y los productos lacteos puede ser la reaccién
de glioxal, producto proveniente de la autooxidaciéon de lipidos
poliinsaturados de la leche, con el grupo e-amino de la lisina (Belitz et al.,
2009).

NH, NH, NH,

,NH/VV\fo -NH/V\/I\FO /N/\/\)\fo
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O , OH rOH
HO H T‘clU[U]llL‘l'lEl HO H H
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Figura 35. Formacion de carboximetil-lisina (CML). Esquema adaptado de Belitz et al. (2009).
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La CML se emplea frecuentemente como marcador de la glicosilacién de
proteinas en la etapa final de las reacciones de Maillard, y se utiliza para
estimarel contenido del producto de Amadori y, por lo tanto, del deterioro
térmico de lisina. La determinacién consiste en oxidar de dicho producto
para generar CML, la cual, después de una hidrolisis acida de proteinas, se
analiza por HPLC (Van Boekel, 1998; Meyer, Al-Diab, Vollmer, &
Pischetsrieder, 2011; Mehta & Deeth, 2016; Prosser, Carpenter &
Hodgkinson, 2019). La CML se encuentra en concentraciones
micromolares en leche tratada térmicamente y, de manera particular, se
emplea en la evaluacién de leches UHT, evaporada y esterilizada. Por otro
lado, la CML no ha sido detectada en leche cruda ni en leche pasteurizada
(Meltretteret al., 2014).

Por su parte, el derivado de lisil-pirralina se produce mediante la via del
a-dicarbonilo denominado 3-DG (Figura 27), y se encuentra en alimentos
ricos en proteina y en productos lacteos que conllevan tratamientos
térmicos drasticos, como la leche UHT, la leche esterilizada y la leche
condensada. La lisil-pirralina es un precursor de color que sirve como
indice de la etapa avanzada de la reaccién de Maillard, mismo que se
forma en concentraciones micromolares (Van Boekel, 1998; Morales &
Arnoldi, 1999).

Indicadores como la 1-[3-(B-D-galactopiranosiloxi)-2-furanil]-1-etanona,
mejor conocida como isomaltol-galactosilado (Figura 27), no se detectan
en la leche LTLT, sino en tratamientos térmicos mas intensos, pues asi lo
refleja el estudio de un sistema de pH 6.65 con caseinato de sodio y
lactosa tratado tantoa 110 como a 120 °C por 30 min (Morales & Arnoldi,
1999), donde los resultados mostraron que la formacidon de isomaltol-
galactosilado depende fuertemente de la temperatura, pues la mayor

concentracion del compuesto se encontré a 120 °C.
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5.5. Principales compuestos de degradacién térmica de la lactosa La
Tabla 7 recopila los resultados de diferentes investigaciones (Olano etal.,
1989; Troyano et al., 1991; Van Boekel, 1998; Morales & Arnoldi,1999;
Pellegrino & Cattaneo, 2001; Sakkas et al., 2014; Mehta & Deeth,2016;
Stojanovska et al., 2017), y registra 16 de los principales
compuestos provenientes de la degradaciéon térmica de la lactosa
indicando su presencia en los productos lacteos estudiados. La listaincluye
el HMF, los acidos férmico y levulinico, el isomaltol e isomaltol-
galactosilado, la B-galactosil-piranona, la galactosa, la epilactosa, la
tagatosa, la lactulosa y la lactulosa-lisina, la lisil-pirralina, la furosina, la
CML, la piridosina y las pirazinas. Todos ellos tienen utilidad como
marcadores térmicos y, por esa razdn, en este resumen se hablara tanto

de compuestos de degradacion como de indicadores térmicos.

Cabe mencionar que no todos los marcadores se indican en la literatura
para la totalidad de los productos lacteos. Una posible razén es su escasa
produccién o, bien, su descomposicion debido a su inestabilidad y alta
reactividad quimica, como se detallard mas adelante. Lo anterior puede
explicar, la ausencia de azucares como la galactosa, epilactosa y tagatosa

en ciertos productos lacteos.

Entre los 16 compuestos, la lactulosa, la lactulosa-lisina y la furosina son
comunes a todos los productos lacteos. Por ejemplo, la presencia de
lactulosa significa que en todos los casos se verifica el equilibrio de Lobry
de Bruyn-Alberda-Van Ekenstein, aunque, como se ha dicho, implica una
alta Ea y, por lo tanto, bajos rendimientos generales y, por otro lado, la
formacién de lactulosa-lisina y furosina demuestra que, en la totalidad de
los derivados lacteos, los cuales incluyen al menos un tratamiento de
pasteurizacidn o equivalente, se llevan a cabo las reacciones de Maillard

hasta alcanzar la formacién de la cetosamina o producto de Amadori.
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Tabla 7. Principales compuestos provenientes de la degradacion térmica de la lactosa en leche y productos ldcteos.

Compuestos de

Producto lacteo

degradacion Leche LTLT Leche UHT Leche evaporada Leche condensada arucarada Leche en polvo Lactosuero Dulce de leche  Cajeta
HMEF ¢ v v v v v v
Acido formico v v v
Acido levulinico ¢ v v v
[somaltol-galactosilado & v v
Isomaltol ¢ v v
B-galactosil-piranona € v
Galactosa ¢ v v v v
Epilactosa / v v v
Tagatosa ® v v
Lactulosa / v v v v v v v v
Lactulosa-lisina £ v v v v v v v v
Lisil-pirralina € v v v v v
Furosina £ v v v v v v v v
Carboximetil-lisina £ v v v v
Piridosina ¢ v v v
Pirazinas /' v v v

a Olano et al . (1989).

b Troyano et al. (1991).

¢ Van Boekel (1998).

e Pellegrino & Cattaneo (2001).

f Sakkas er al. (2014).

g
d Morales & Arnoldi (1999). h

Mehta & Deeth (2016).

Stojanovska er al . (2017).
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De acuerdo con la Tabla 7, para la leche LTLT y el lactosuero se observan
sélo indicadores térmicos de la enolizacion de la lactosa, e.g., lactulosa, y
los correspondientes a las primeras etapas de la reaccién de Maillard:
lactulosa-lisina y furosina. Una razén es que su tratamiento implica
temperaturas bajas: 62 °C para leche LTLT, y < 50 °C para lactosuero

dulce sin pasteurizar o, bien, 62-72 °C para el producto pasteurizado.

Respecto a las leches UHT, evaporada y condensada azucarada, el
conjunto de indicadores del tratamiento térmico es muy similarentre cada
una: HMF, acidos férmico y levulinico, galactosa, lactulosa, lactulosa-
lisina, furosina y CML, excepto por la ausencia de lisil-pirralina, B-
galactosil-piranona, isomaltol e isomaltol-galactosilado en la leche con
tratamiento UHT. Sin embargo, la presencia unica de compuestos
carboxilicos con apreciable potencial aromatico y gustativo, como los
acidos férmico y levulinico, en las leches UHT, evaporada, y condensada
azucarada en contraste con su ausencia en leche en polvo, cajeta y dulce
de leche, puede deberse a su volatilidad durante la elaboracion de los
ultimos o, bien, a su baja concentracion en productos como las leches LTLT
y UHT (Tabla 7). Cabe tomar en cuenta que los sistemas cerrados
caracteristicos en leches concentradas evitan la pérdida de volatiles. Y
para el lactosuero pasteurizado, la ausencia de acidos corresponde con

una baja descomposicién térmica.

En lo que concierne a la leche UHT, la formacion de lactulosa y lactulosa-
lisina corresponde con los efectos quimicos significativos descritos en la
Tabla 6, ya que la primera proviene del equilibrio de enolizacién, y la

lactulosa-lisina correlaciona con la lactosilacion de residuos de lisina.

En el caso de leche evaporada, que conlleva una esterilizacion, la
deteccion de isomaltol, galactosa y los acidos formico y levulinico (Tabla
7) es consistente con los efectos quimicos que producen sabores de la

reaccién de Maillard (Tabla 6).
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Por otro lado, la ausencia en leche UHT de lisil-pirralina puede explicarse
por su alta reactividad y, particularmente, por su proclividad para formar
estructuras diméricas en condiciones de ultrapasteurizacion (Belitz et al.,
2009), mientras que la ausencia de B-galactosil-piranona, precursora de
isomaltol e isomaltol-galactosilado, significa que la viade la 2,3-
enolizacion que conduce a dicha piranona esta poco favorecida en
tratamientos térmicos que involucran tiempos cortos de procesamiento.
Cabe argumentar que la nula deteccion de isomaltol e isomaltol-
galactosilado en la leche UHT sugiere que las condiciones de temperatura
ultra-alta y de corto tiempo de procesado no alcanzan el valor de energia
de activacién requerida para estas reacciones, fenébmeno que no se
observa para las leches evaporada, y condensada azucarada, cuyos
tratamientos comprenden mayores temperaturas y tiempos de exposicion
y, por lo tanto, permiten no so6lo su formacién, sino la retencion de
sustancias volatiles (isomaltol) y no volatiles (isomaltol-galactosilado),
pues ademas incluyen etapas de concentracién (Sharma etal., 2016). Por
lo anterior, la B-galactosil-piranona, el isomaltol y el isomaltol-
galactosilado se forman en leches que conllevan tratamientos térmicos
relativamente drasticos.

En términos generales, la ausencia de isomaltol, isomaltol-galactosilado y
de su piranona precursora, asi como de otros indicadores en los productos
lacteos (Tabla 7) puede deberse a tres causas principales: a) una nula
produccion en lacteos que implican procesos térmicos poco intensos, como
la leche LTLT y el lactosuero; b) una descomposicién térmica en el propio
medio de reaccion, lo que podria acontecer en leche en polvo, cajeta y
dulce de leche; o ¢) una volatilizaciéon gradual en algunas etapas propias
del procesamiento. Precisamente, esta ultima opcién aplica para volatiles
como el isomaltol, que no sélo esta ausente en la leche UHT, sino en la
leche en polvo, dulce de leche y cajeta, productos que incluyen etapas
térmicas relativamente intensas y prolongadas en sistemas abiertos.
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En general, la formacion de productos como el HMF, el isomaltol, la B-
galactosil-piranona y algunos acidos es caracteristica de la etapa
avanzada de las reacciones de Maillard, en la que los a-dicarbonilos
generados se transforman en productos térmicamente estables. En
particular, la B-galactosil-piranona y las ciclopentanonas se forman en la
leche a través de la ruta de la 1-DG. Sin embargo, su uso como
indicadores es limitado, ya que pueden sufrir reacciones de deshidratacién
acido-térmica y convertirse en isomaltol-galactosilado, compuesto mas
estable y facil de cuantificar. En la Figura 36 se indican los productos de
isomerizacién del isomaltol-galactosilado (Van Boekel, 1998; Morales &
Arnoldi, 1999; Pellegrino & Cattaneo, 2001).

Gal-0 0 O-Gal Q-Gal
— W | | 0 — W = 0
OH =~—— K If ~
CHj 0] OH
OH CH, O CHj
Galactosil- [somaltol-galactosilado B-Galactosilpiranona

ciclopentenona
Figura 36. Isomerizacion del isomaltol-galactosilado. Morales & Arnoldi (1999).

Por otro lado, en presencia de grupos amino, la B-galactosil-piranona, la
galactosil-ciclopentenona y el isomaltol-galactosilado pueden
transformarse en productos de condensacion como el acetilpirrol-
galactosilado, la piridina-betaina-galactosilada y una furanona-amina
(Figura 36), los cuales favorecen el entrecruzamiento de proteinas (Van
Boekel, 1998; Morales & Arnoldi, 1999; Pellegrino & Cattaneo, 2001). En
la Figura 37 se ilustra la formacion de estos compuestos a partir de la
isomerizacién del isomaltol-galactosilado. De esta manera, la inestabilidad
térmica y las diferentes reacciones de degradacion de la B- galactosil-
piranona pueden explicar su ausencia en la mayoria de los productos

lacteos de la Tabla 7.
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Figura 37. Formacion de productos aminados a partir de isomaltol-galactosilado. Esquema formulado en el presente
trabajo.

En el caso de productos lacteos que involucran reacciones de
oscurecimiento intenso, como la cajeta y el dulce de leche, la degradacion
de la lactosa y el perfil quimico final depende sustancialmente de la
formulacién. Por ejemplo, Francisquini et al. (2018) informaron que la
adicion de glucosa y el aumento de la concentracion de NaHCOs en el
dulce de leche incrementaron el contenido de HMF, con lo que se puede

anticipar su participacién en la formacion de polimeros coloridos.

Las condiciones de almacenamiento de la leche y los productos lacteos
tienen una gran influencia sobre los diversos compuestos e indicadores
térmicos formados, puesto que su concentracion varia consistentemente

a lo largo del tiempo (Sakkas et al., 2014).

87



5.6. Otras reacciones: formacion de ureidos

La lactosa reacciona con microcomponentes nitrogenados no proteinicos
como la urea para formar ureidos, por ejemplo, en las leches LTLT, UHT
y leche en polvo. Los ureidos de lactosa son compuestos covalentes
resistentes a la acciéon enzimatica que, no obstante, la B-galactosidasa
puede hidrolizar para liberar galactosa y ureido de glucosa (Suyama,
Sasaki, Oritani & Hosono, 2011). En la Figura 38 se indica la formacion
del ureido de lactosa N-carbamoil-B-D-galactopiranosil-(1-4)-D-
glucopiranosilamina (lactosil-urea), y del ureido de glucosa N-carbamoil-
D-glucopiranosilamina (glucosil-urea) formado por hidrélisis enzimatica.
La ingestion de lactosil-urea da lugar a una lenta liberacion de NHz en las

condiciones intestinales (Fox et al., 2015).

HOOH OH
R 0 A NH
HO 20 OH COH :
OH OH B 1(_\ /KO
B-Lactosa [ CHO H=C™NH
H——OH o) H——OH
HO H ..)'I\.. HO H
HOOH oH H 0-Gal HoN NH; H 0-Gal
o o %  H{oOH H——OH
HO 0 CH,0H CH20H
HO ¢ Lactosa Urea intermediario
oH on actos ‘ rmediar
[ OH carbinol-amina
a-Lactosa
HOOH
o]
HO H
OH ©
Galactosa ) HOOH
B-galactosidasa
+ -
HO
OH

OH Ureido de lactosa (Lactosil-urea)

O H CH,0OH
H?iom"‘ iNHz 2
\” Base de Schiff
o}

Ureido de glucosa (Glucosil-urea)

Figura 38. Formacion de ureidos de lactosay glucosa. Esquema formulado en el presente trabajo.
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5.7. Otras reacciones: Complejacion de lactosa con metales

Los iones metalicos que se agregan a la leche para su fortificacion dan
lugar a la formacién de complejos con la lactosa (Sharma et al., 2015),
en particular con el a-anémero. Desde el punto de vista nutrimental, la
quelaciéon de metales repercute directamente en su biodisponibilidad
aumentandola o inhibiéndola, lo que dependera del tipo de complejo
(Nishimukai et al., 2008; Ramonaityté et al., 2009).

Al igual que la lactosa, sus productos de isomerizacion o degradacion
térmica pueden también actuar como complejantes de metales. Ese es el
caso de los compuestos provenientes del equilibro de Lobry de Bruyn-
Alberda-van Ekenstein, como la epilactosa, y de productos de Maillard
como la lactulosa-lisina y las melanoidinas. Como se menciono
previamente, diversos metales de transicion, como el Cu?+, Fe2+y Zn2+,
catalizan las reacciones de Maillard (Eskin & Shahidi, 2013), fenédmeno

que incluye igualmente a la lactosa.

La lactosa puede formar complejos con Zn2+a pH =27.0 (£ 5 mg Zn/ g del
disacarido) y aumentar la biodisponibilidad del mineral, pues, de acuerdo
con Sharma etal. (2015), laleche fortificada con el complejo lactosa-Zn2+
muestra una mayor biodisponibilidad in vitro que la leche no fortificada o
que aquella adicionada con ZnSOs4. En la Figura 39 se propone la

estructura general de un complejo metalico de la a-lactosa.

HOOH OH M2 HOOH OH
m ° L M °
HO on Fo > HO o Po ~
OH “‘ /OH
a-lactosa Complejo a-lactosa-metal  pj2+
donde M?': Zn”, Cu® o Fe’'

Figura 39. Formacion de complejos metdlicos con a-lactosa. Esquema formulado en el presente trabajo.
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De acuerdo con Ramonaityté et al. (2009), la presencia de metales afecta
la intensidad del oscurecimiento de Maillard, ya que acorta su periodo de
induccion, es decir, el tiempo después del cual aparece la pigmentacion.
Por ejemplo, el Fe2* (20-100 ppm) promueve la acumulacion de
melanoidinas, en tanto que el Cu?*y Zn2+ (1-5 ppm) hacen lo propio en
mayor grado. Sin embargo, concentraciones elevadas de Cu2* y Zn2* (5-
25 ppm) suprimen el oscurecimiento en sistemas modelo de lactosa-
glicina, pues mientras el Fe2* (10-50 ppm) induce la formacién de
melanoidinas no dializables o de alta masa molar (HMW > 12.4 kDa), el
Cu?* (1-2 ppm) y el Zn?* (5 ppm) promueven la formacion de pigmentos
de baja masa molar (LMW < 12.4 kDa). Simultaneamente, los cationes
Cu2+, Fe2+ y Zn2+ forman complejos con las melanoidinas, y son liberados
después de cierto tiempo de reaccién (calentamiento a reflujo > 1 h, pH
6.5-6.6). En la Figura 40 se propone la estructura de un complejo de

melanoidinas con los metales mencionados.

H OH OH @)
vo. FAT AR AR A
N o N oN oN

Zn?*

H

AN
N

Cu?* Fe2*

Figura 40. Posible estructura de un complejo metal-melanoidina. Esquema formulado en el presente trabajo.

Respecto a la formacion de complejos metalicos con productos de las
etapas iniciales de las reacciones de Maillard con la lactosa, esta puede
reaccionar con aminoacidos como la glicina para formar el respectivo
producto de Amadori 1-amino-1-desoxilactulosilglicina (lactulosa-glicina,
Lact-Gly), mismo que puede originar un complejo con Zn?*, Cu?* o Fe?*
para nuevamente reaccionar con otra molécula de lactulosa-glicina vy,
finalmente, producir un complejo de coordinacion dilactulosaglicina con
estequiometria 2:1 respecto al metal (Ramonaityté et al., 2009). En la

Figura 41 se observa la formacién de estos complejos.
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Figura 41. Formacidn de complejos metdlicos con lactulosa-lisina. Adoptado de Ramonaityté et al. (2009).

Por su parte, los elementos de transicién no solo participan en la formacion
de complejos, sino también aceleran la formacion del producto de Amadori
y su posterior oxidacion. Asimismo, catalizan la degradacién de sus
derivados y, aparte de la polimerizacion, favorecen la produccion de
compuestos fluorescentes caracteristicos de la etapa final de las
reacciones de Maillard (Ramonaityté et al., 2009; Seiquer, Delgado-
Andrade, Haro & Navarro, 2010). En la Figura 42 se indica la oxidacién del
compuesto lactulosa-glicina en presencia de O2y Cu?*. Los productosson
la glicina y el dicarbonilo 3-DG con grupo galactosilo, el cual, mediante
una nueva oxidaciéon, puede generar galactosa y otros productos de
fragmentacion. La galactosa puede también reaccionar con estos. Lo
anterior evidencia la descomposicion catalitica de los productos de
degradacion de la lactosa en presencia de metales, y la participaciéon de

estos en la fragmentacion y en el oscurecimiento no enzimatico.
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Figura 42. Oxidacion del producto lactulosa-glicina en presencia de Oz y Cu?*. Ramonaityté et al. (2009).
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Adicionalmente, algunas melanoidinas pueden actuar como quelantes de
Ca?*, metal especialmente importante para el desarrollo de infantes, ya
que su complejacion con dichos polimeros disminuye su absorcion
(Seiquer et al., 2010). Las estructuras de los complejos melanoidinas-

Ca2* formuladas en el presente trabajo se muestran en la Figura 43.

Figura 43. Estructuras propuestas de los complejos melanoidinas-Ca?t. Esquema formulado en el presente trabajo.

Por otro lado, la B-epilactosa puede formar complejos que promueven la
absorcion de cationes como Ca2+, Zn2+y Mg?2+, con efectos benéficos en
el intestino grueso (Nishimukai et al., 2008). En la Figura 44 se indica la

estructura general de un complejo metalico con la B-epilactosa.

HOOH OH M2* HOOH OH M2
M 00 o, L g o
HO 0 OH HO 0 OH

on HO o HO
donde M?*" =
B-Epilactosa Ca’", Zn**, Mg™* Complejo B-epilactosa-metal

Figura 44. Formacion de complejos metdlicos con B-epilactosa. Esquema formulado en el presente trabajo.
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5.8. Recapitulacién final

A manera de resumen, las Figuras 45-50 muestran las estructuras de los
principales compuestos provenientes de la degradacion térmica de la
lactosa que se generan en los productos lacteos estudiados. Dichos
compuestos se agrupan de acuerdo con sus propiedades nutrimentales,
nutraceuticas o sensoriales, y algunos estan relacionados con mas de un
aspecto. Asimismo, se muestran los indicadores térmicos mas
importantes que se emplean en las etapas iniciales, intermedias o
avanzadas de los procesos térmicos aplicados a la leche. Y, finalmente,
se sefialan aquellos grupos de compuestos conocidos por su actividad
toxicoldgica, los cuales, no obstante, se forman en concentraciones que

no representan un riesgo para la salud.

En particular, en la Figura 45 se puede observar la estructura de algunos
compuestos de la lactosa y la epilactosa con relevancia en el aspecto
nutrimental, tal es el caso de ciertos complejos metal-disacarido que
realzan la biodisponibilidad de iones como CaZ2*, Cu2+, Zn2+y Fe2+, y de
compuestos con valor energético como la galactosa, la glucosa, la fructosa
y la 2-desoxirribosa. Por el contrario, en la misma figura se indican
aquellas sustancias que pueden implicar una baja digestibilidad de las
proteinas y la lactosa. Ese el caso de la lactulosa-lisina y sus productos
de deshidratacidn, la furosina, la lisil-pirralina y la piridosina, y de aquellos
como la CML, que proviene de su oxidacion. Asimismo, se tiene al ureido
de la lactosa, resultante de la reaccion de urea con el disacarido, y a la
ornitinoimidazolinona, compuesto generado por reaccion de la arginina
con el metilglioxal. Adicionalmente, las melanoidinas pueden tener un
efecto en el valor nutrimental de los productos lacteos por dos vias: a)
disminuyendo la digestibilidad de las proteinas, y b) mediante Ia
complejacion de metales reduciendo su biodisponibilidad (Ramonaityté et
al., 2009; Wang, Qian & Yao, 2011).
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Figura 45. Productos de la degradacion térmica de la lactosa con importancia nutrimental. Esquema formulado en el
presente trabajo.
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Por otro lado, en la Figura 46 se indica la estructura de compuestos con
actividad nutraceutica -ya sea prebidtica, antioxidante o terapéutica-, asi
como de aquellos que registran propiedades antimicrobianas. En el primer
rubro, la epilactosa (Watanabe et al., 2008), la lactulosa (Nooshkam et
al., 2018), la D-tagatosa (Roy et al., 2018) y el acido féormico (Walstra et
al., 2006) muestran propiedades prebidticas. Las melanoidinas también
parecen resaltar el crecimiento selectivo de las bifidobacterias
intestinales, por lo que, ademas de sus caracteristicas antioxidantes,
presentan de igual forma una potencial actividad prebidtica vy
antihipertensiva (Wang et al., 2011).

En el caso de las melanoidinas se ha encontrado un poder antioxidante
significativo en sistemas compuestos por caseina y glucosa sometidos a
calentamiento (120 °C-130 min, pH 12), en particular en las fracciones
poliméricas de alta masa molar (Gu et al., 2010). Respecto a la
aminoreductona 1-amino-2,5,6-trihidroxi-1-hexen-3-ona, el maltol y el
isomaltol (Fig.46), estos son antioxidantes que actlan mediante un
mecanismo de complejacion de metales (Trang et al., 2011; Kanzler et
al., 2016). En el caso de la tetrametilpirazina, la cual se produce en la
leche procesada a temperaturas elevadas (Fox et al., 2015), es un
heterociclo reconocido por su actividad contra enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares (Zhao, Liu & Chen, 2016). En el
segundo rubro, ji.e., en lo que se refiere a la actividad antimicrobiana, las
aminorreductonas y las melanoidinas registran también esta propiedad
(Shimamura etal., 2011; Wang et al., 2011).

Por ultimo, aunque la concentracidon de los compuestos mencionados es
muy baja en la leche fluida debido tanto a la complejidad del sistema
como a un efecto de dilucién, asi como a la manifiesta reactividad de
muchos de los intermediarios generados térmicamente, sus efectos
podrian ser relevantes en productos lacteos concentrados intensamente
calentados.
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Figura 46. Compuestos de la degradacion térmica de la lactosa con importancia nutracedtica y antimicrobiana.
Esquema formulado en el presente trabajo.
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En la Figura 47 se expone la estructura de compuestos con importancia
sensorial. Tal es el caso de los complejos metalicos formados productos
de Amadori de la lactosa que pueden controlar la velocidad del
oscurecimiento no enzimatico. Igualmente, la lisil-pirralina y el HMF se
incluyen como precursores del color, asi como los azucares galactosa,
glucosa, fructosa, 2-desoxirribosa y tagatosa, que presentan ademas
distinto grado de dulzura (Shallenberger, 2012). De manera respectiva, la
galactosa y la tagatosa tienen un poder edulcorante de 60% y 90%
respecto a la sacarosa (Von Rymon, 2006), mientras que el valor calorifico
de la tagatosa es el mas bajo (Oshima et al., 2006, Belitz et al., 2009;
Seki & Saito, 2012). También se indica la estructura de sustancias con
impacto en el sabor y aroma de los lacteos, i.e., el diacetilo y los acidos
sacarinicos, féormico y levulinico. En lo que corresponde a la a-lactosa
hidratada, aunado a su dulzura, su presencia contribuye a la textura de
los productos lacteos concentrados (Walstra et al., 2006).
Por su parte, las estructuras potenciales de melanoidinas y polimeros
propuestas en el presente trabajo se muestran en la Figura 48. Entre ellas
destacan las secuencias polipirrolicas derivadas de la lisil-pirralina,
intermediario precursor del color en leches térmicamente procesadas
(Belitz et al., 2009). Asimismo, también pueden encontrarse segmentos
poliméricos de estructuras furanoides (Wong, 2018).
Ademas de su impacto sensorial en el desarrollo de color y textura, asi
como de su actividad prebidtica y antioxidante (Wang et al., 2011), las
melanoidinas manifiestan cierto control sobre el oscurecimiento no
enzimatico, en particular cuando complejan metales e inhiben
parcialmente el desarrollo de nuevos pigmentos (Ramonaityté et al.,
2009). Igualmente, se distinguen por su escasa o nula digestibilidad, y
por su toxicidad en concentraciones elevadas (Wang et al., 2011). Por
otro lado, el maltol e isomaltol también pueden participar en el desarrollo
del color debido a su mencionada actividad complejante de metales.
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Figura 47. Compuestos de la degradacion térmica de la lactosa con importancia sensorial. Esquema formulado en el

presente trabajo.
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Figura 48. Estructuras de las melanoidinas potencialmente formadas en la leche tratada térmicamente. Esquema
formulado en el presente trabajo.
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Las melanoidinas son también marcadores de la intensidad de las
reacciones térmicas que se presentan en la leche, en especifico de
aquellas que resultan del oscurecimiento de Maillard y, aunque no se han
identificado estructuras quimicas especificas en sistemas lacteos con
tratamiento térmico, su cuantificacion se realiza mediante un analisis
espectrofotométrico a 420 nm (Eskin & Shahidi, 2013).

Respecto a compuestos con importancia analitica y tecnoldgica, la Figura
50 presenta la informacién que suministran los principales indicadores
sobre el avance de las reacciones térmicas en la leche. Compuestos como
la lactulosa-lisina, la furosina, la piridosina y la CML proporcionan datos
sobre una degradacidon térmica inicial de la lactosa y la lisina. Y
marcadores como la tagatosa, la galactosa, el HMF, los acidos férmico y
levulinico, la lisil-pirralina, las pirazinas, la B-galactosil-piranona y sus
productos de degradacion acida, el isomaltol y el isomaltol-galactosilado,

sefalan el progreso de las etapas avanzadas de las reacciones térmicas.

En particular, los monosacaridos mencionados, el HMF y los carboxilos
son indicadores tanto del desarrollo de las reacciones de Maillard como de
la descomposicion térmica de la lactosa sin la participacidon de proteinas,
en tanto que todos los demas productos son marcadores especificos del
oscurecimiento de Maillard. Entre las trasformaciones que implican sdlo a
moléculas de lactosa en las etapas avanzadas de descomposicion térmica
se encuentra la anomerizacién y la enolizacion. Esta ultima comprende la
epimerizacién e isomerizacién y conduce a los respectivos disacaridos
lactulosa y epilactosa. Cabe mencionar que la epilactosa y la tagatosa se
han detectado en leche esterilizada y en leches concentradas, empero, la
epilactosa también se ha registrado en leche UHT (Tabla 7). Finalmente,

la Ultima etapa incluye la formaciéon de melanoidinas.
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Figura 49. Indicadores formados en las distintas etapas de las reacciones térmicas de la leche. Esquema formulado en el

presente trabajo.
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Por ultimo, en la Figura 50 se indican los compuestos de degradacion
térmica de la lactosa que presentan alguna actividad toxicoldgica. Tal es
el caso de los furanoides HMF, furfural, 5-metilfurfural, furil metil cetona
y el alcohol furfurilico, y de sustancias como el metilglioxal y las
melanoidinas (Stich, Rosin, Wu & Powrie, 1981; Rahman & Hadi, 1991;
Kalapos, 2008; Barlow & Schlatter, 2010; Morales, 2009; Moinuddin,
Dixit, Shahab, Alam & Ali, 2011; Wang et al., 2011).

Sin embargo, cabe enfatizar que la presencia y toxicidad de los
compuestos mencionados sdOlo tiene relevancia en concentraciones
elevadas en los alimentos, situacibn que no corresponde a los
tratamientos térmicos habituales aplicados a los sistemas lacteos. En
general, la cantidad de furanoides y metilglioxal es muy baja debido, en
parte, a su alta reactividad, condicion que determina su rapida
transformacion. Respecto a las melanoidinas, su concentracion en
productos que conllevan tratamientos drasticos, como la cajeta o el dulce

de leche, no se ha vinculado con riesgos toxicoldgicos.
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Figura 50. Compuestos potencialmente toxicos que se forman durante el tratamiento térmico de la leche. Esquema
formulado en el presente trabajo.
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5.9. Consideraciones finales

La informacion bibliografica y hemerogréafica recabada en el presente
trabajo enfatiza el estado de conocimiento de la quimica de la lactosa y
sus reacciones térmicas en la leche entera fluida y en productos lacteos
como las leches concentradas.

Respecto al estudio de la quimica de los productos lacteos, es importante
mencionar que esta recopilacion permite no soélo conocer las principales
transformaciones quimicas y algunos de los compuestos mas importantes
formados térmicamente, asi como sus consecuencias en la calidad vy
propiedades alimentarias de los derivados lacteos finales, sino también
puede contemplarse como un trabajo teérico que contribuya a establecer
predicciones respecto a las reacciones e interacciones quimicas de la
lactosa con el resto de componentes lacteos en el ambito del desarrollo
de nuevos productos. En ese sentido, considerando la reactividad térmica
de la lactosa durante los procesos de manufactura de productos lacteos
novedosos, como los que incluyen Ila presencia de aditivos o
monosacaridos, por ejemplo, las leches fortificadas o con una composicion
modificada, como la leche para pacientes diabéticos, baja en grasa y alta
en proteina, y los productos lacteos deslactosados, es de esperar un
incremento en el nimero de transformaciones quimicas relacionadas con
el aspecto sensorial, nutrimental, nutracéutico y potencialmente
toxicologico en los derivados lacteos. Como un ejemplo de lo anterior, las
propiedades antioxidantes de sistemas caseina-glucosa pueden realzar las

caracteristicas nutracéuticas de varios de estos productos.

Por lo anterior, un resumen o compendio sobre la quimica de la lactosa y
su reactividad térmica siempre facilitara la comprension de las
transformaciones fisicas y quimicas de la leche y los productos lacteos.
Ese es precisamente uno de los propésitos del presente trabajo.

104



6. Conclusiones

Generales

Se recopild numerosa informacion acerca de la reactividad quimica
de la lactosa en las distintas condiciones fisicoquimicas de diversos
sistemas lacteos tratados térmicamente: leches pasteurizada vy
ultrapasteurizada, lactosuero dulce pasteurizado, leches en polvo,

evaporada, condensada azucarada, dulce de leche y cajeta.

Se propusieron y desarrollaron esquemas que describen las
principales secuencias quimicas de formaciéon de los compuestos
provenientes de la degradacién térmica de la lactosa, y se conocid
su efecto sobre las propiedades alimenticias de leches fluidas y
productos lacteos.

Se conocieron los principales compuestos quimicos que se emplean
como indicadores de los tratamientos térmicos de la leche, asi como
sus rutas de formacion y su uso en la evaluacion del avance de las

reacciones de la lactosa.

Particulares

Respecto a la degradacién quimico-térmica:

El lactosuero dulce pasteurizado y la leche pasteurizada con
tratamiento LTLT son los derivados que experimentan un menor
numero de reacciones térmicas de la lactosa.

La cajeta y el dulce de leche involucran el mayor numero de
reacciones de degradacion incluyendo el oscurecimiento de Maillard
y, por consiguiente, presentan el mayor potencial antioxidante,

prebiodtico y sensorial entre los productos lacteos estudiados.
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Compuestos formados en la degradacién térmica de la lactosa:

Con importancia nutrimental

Entre los derivados de la lactosa con importancia nutrimental se
encuentran complejos metalicos de Zn2+, Cu2*y Fe2* con a-lactosa
y B-epilactosa, los cuales determinan una mayor biodisponibilidad
de estos minerales.

Los derivados de lactulosa-lisina, furosina, CML, piridosina, lisil-
pirralina, OIZ, los ureidos de lactosa, asi como las melanoidinas y
sus complejos con metales como Ca2?* afectan la digestibilidad de
las proteinas lacteas. Asimismo, el fendmeno de lactosilacién de
proteinas a través de las reacciones de Maillard impacta
negativamente desde el punto de vista nutrimental. No obstante,
las transformaciones contribuyen en algunos casos a la reduccién

del poder alergénico: B-lactoglobulina, a-lactoalbumina y caseinas.

Con actividad sensorial

Entre las sustancias con actividad sensorial se encuentran
complejos metalicos tipo producto de Amadori con Zn2+, Cu2+ o Fe3+
que regulan procesos oxidativos dentro del oscurecimiento o que
actian como catalizadores y pueden controlar el desarrollo de color.
La lisil-pirralina y el HMF son precursores reactivos de color que se
forman en las etapas intermedias de las reacciones térmicas.

La formacién de glucosa, fructosa, tagatosa, 2-desoxirribosa y
galactosa incentivan la produccién de pigmentos debido a su
reactividad y, ademas, tienen poder edulcorante.

Compuestos implicados en el perfil aromatico y el sabor de la leche
procesada y los productos lacteos concentrados son las pirazinas,

los acidos sacarinicos, formico y levulinico, y el maltol e isomaltol.
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Con importancia nutraceutica

e La epilactosa, lactulosa, tagatosa y el acido formico poseen

actividad prebidtica.

Las melanoidinas, especialmente las de alta masa molar, presentan
actividad prebidtica, antioxidante, antimicrobiana y potencialmente
antihipertensiva.

Las aminorreductonas ligada a proteinas poseen propiedades

antioxidantes y antimicrobianas.

e A mayor temperatura y tiempo de procesamiento se detecta mayor

actividad antioxidante en la leche y los productos lacteos. Las
reductonas, dehidrorreductonas, las aminorreductonas, el maltol y

el isomaltol presentan actividad antioxidante.

Compuestos potencialmente toxicos

El HMF, furfural, 5-metilfurfural, la furil metil cetona, el alcohol
furfurilico, el metilglioxal y las melanoidinas tienen potencial
toxicoldgico, sin embargo, en las concentraciones formadas en los
sistemas lacteos no hay evidencia de que presenten un riesgo para

la salud.

Indicadores térmicos

Los principales indicadores del avance de las reacciones térmicas en
una etapa inicial del procesamiento de la leche son productos de
Maillard como la lactulosa-lisina, la CML, la furosina y la piridosina.
Para la etapa avanzada se pueden emplear HMF, acido levulinico,
acido férmico y galactosa, que se forman tanto por las reacciones
de Maillard como en la degradacion acido-térmica de la lactosa,
isomaltol-galactosilado, B-galactosil-piranona, isomaltol y
pirazinas. Asimismo, en dicha etapa se pueden monitorear los
isdbmeros lactulosa y epilactosa. Y la fase final se basa en la

deteccion de polimeros coloridos como las melanoidinas.
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