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INTRODUCCION

Los paises que tienen excedentes en su produccion lechera y, por tanto son los principales
exportadores, han desarrolffado también numerosos subproductos que presentan un precio muy
atractivo, como caseinatos y aislados proteicos del suero de leche. Resulta econdémicamente
alractivo incorporarlos a la leche fluida y leche en polvo porque pueden incidir en mejorar la
funcionalidad de las preparaciones. Esto ha provocado que el disefio de formulaciones sea una
practica comin en muchos paises. Su presencia no influye en |la percepcion sensorial del producto
por el consumidor, pero puede afectar la calidad nutricional y desatar problemas de alergias en
personas sensibles. Por lo tanto, el control de calidad en el mercado internacional de leches en
todas sus presentaciones, especialmente en [a leche en polvo, debe realizarse bajo normas
eslrictas, que garanticen una competencia sana entre productores, asi como la oferta de un producto
de mayor calidad para el consumidor.

La apertura econémica que ha tenido México en los Ultimos afios ha propiciado la firma de tratados
de libre comercio con paises como E.U.A, Canada y la Union Europea, entre otros. Eslos
mecanismos favorecen el ingreso al pals de diversos productos, cuya naturaleza debe ser verificada
a fin de aplicarles los créditos fiscales y de que cumplan con restricciones arancelarias establecidas.
En este contexto, el 6rgano responsable de verificar la informacion que el importador proporciona en
el caso de mercancias de dificil identificacion es la Administracion General de Aduanas (AGA), a
través de la Administracién Central de Laboratorios y Servicios Centrales. Esta verificacion se
realiza por medio de andlisis cualitativos y cuantitativos {radicionales, pero aun a nivel internacional
existe controversia sobre la metodologia idénea, rapida y suficiente para verificar la identidad de las
fracciones proteicas de la leche en polvo que ingresa al pais. Hasta el momento no existe una
técnica oficial que permita determinar con certeza la adicion de diferentes tipos de aislados proteicos
a la leche. Ante esta situacion, es prioritario desarrollar una metodologia que logre identificar y
cuantificar la naturaleza de la misma. Por tanto, en este trabajo se exploraran metodologias
basadas en los andlisis quimicos tradicionales, en el analisis del comportamiento fisicoquimico,
como las pruebas de solubilidad, asi como la electroforesis unidimensional SDS, acoplada al anélisis
molecular mediante software especializado Se tratara de proponer una metodologia tnica o la

combinacion de varias para monitorear la calidad de leches comerciales o formulas lacteas
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ANTECEDENTES

La leche se define como el producto que se obtiene de la secrecion de las glandulas mamarias de
los mamiferos. En términos normativos, se conoce como tal a la leche de vaca, sin calostro y sin
substraccion alguna de sus componentes naturales. Esta constituida por proteinas (caseina y
proteinas del suero), carbohidratos (lactosa), lipidos y sales minerales (Alais,1990). Es un producto
alimenticio que se consume en numerosos paises por su alto valor nutritivo y la calidad de su
proteina, por o que contribuye en forma importante en el disefio de la dieta diaria.

1.0 Composicion de la leche

" 1.1 Proteinas

La mayor parte del nitrogeno de la leche se encuéntré como proteina en forma de micelas dispersas
en suspension coloidal. En las proteinas ée enCuenlran Comﬁnmente 20 aminoacidos, cuyo orden
es establecido por la informacion genéhca y Ie otorga a la proteina una conformacion tnica que le
permite llevar a cabo una funcién especifica.

La concentracion de proteina en la leche varla de 3 0 a 4 0% (30-40 gramos por litro, ver el Cuadro
1), depende de larazadelavacayla ahm\entac}lqnt F_recuentemente se encuentra relacionada con
la cantidad de grasa presente. Las prbtelnas:‘de Ijarleche se distribuyen en dos grupos principales,
caseinas y proteinas del suero, que se puedejnrs’eparar por precipitacion de las primeras a pH 4.5-
4.6, a 20 °C (Spreer, 1991). )

Cuadro 1. Componentes principales de la Leche

Composiciéon de laleche de vaca  Porcentaje
: Agua 87.0
Proteinas 3.2
Lipidos 35
Carbohidratos 4.7
Minerales 0.7

(Alais, 1990)
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‘Del total de las proteinas de la leche, las caseinas corresponden a la fraccion insoluble ( 80%) , la
fraccion soluble son las proteinas del suero de leche (15%) y el 5% restante lo ocupa la fraccion de

nitrégeno no proteico. En el cuadro 2 se presenta el porcentaje y clasificacion de cada fraccion.

Cuadro 2. Composicion de la Fraccion Nitrogenada de las
Proteinas de la Leche

__Proteinasdelaleche | Porcentaje |
Fraccion insoluble 80
caseina o 45-55
caselna 3 23-35
caselnay 8-15
caseinax 37
Fraccién soluble 15
a- lactoalbmina 2-5
B-lactoglobulina 7-12
seroalbumina 0.7-1.3
inmunoglobulina 1.99-3.3
proteasa-peptona 2.6
Nitrégeno no proteico 5
aminoacidos libres 0.3-0.4
nucledtidos, urea
Nitrégeno total | 100 |

(Varnam y Suthertand,1994).

- 1.1.1 Caseinas.

Las caseinas son fosfoproteinas (0.85% P) asociadas al calcio que forman un coagulo cuando
precipitari a pértir de la leche descremada o entera. Esta propiedad se emplea practicamente para
: ~la elaboracion de quesos y leches fermentadas. Las proteinas del suero no presentan enlaces éster
. fosfato (Walstra y Jenness, 1984). Casi toda la caseina de la leche se encuentra en las micelas,
eslructurés supramoleculares que adoptan una forma globular en el espacio y se estabilizan por la k
caseina y la interaccion con iones calcio. Los diversos tipos de caseinas se distinguen por sus
pesos moleculares, su capacidad de ligar fosforo y calcio, punto isoeléctrico, entre otras
propiedades. La movilidad electroforética en geles de almidon o acrilamida es la técnica empleada
rutinariamente para asignar pesos moleculares, que se expresa en Kilo Daltones (KDa), y para tener

un valor preciso deben emplearse metodologias que consideren el numero de aminoacidos y de
residuos glicosilados que estén presentes.
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De acuerdo a los criterios mencionados, las caseinas se clasifican en alfa, beta, k y gamma
caseinas. Estas, a su vez, presentan el fendomeno de microheterogeneidad, de acuerdo a la
variabilidad en fosforilacion, formacion de puentes disulfuro, hidrélisis por las proteasas de la leche,
variaciones en glicosilacion y polimorfismo genético. Las caseinas son proteinas muy resistentes a
desnaturalizacion por calor, puesto que la leche puede permanecer 24 h a 100°C sin que se
presente coagulacion. Sin embargo, el efecto de la temperatura en otros parametros, como pH y
balance de sales, puede causar su precipitacion (Fox y McSweeney,1998).

Alfa caseina.

La o- caseina es la mas abuhdéht’eVdey 'I'as; ééseinas_ y constituye de! 38 a 42% de las caseinas
micelares; los péptidos resulian"tés‘,dés hic

yen ‘al.sabor en productos lacteos
(Madrid, 1990). Esta compuestakpor!dds fracciones: ost y (152.‘,‘ La priinera se enéuentra en mayor
proporcion, tiene un peso molecular de 23 KDa y un gmpd fdé_fato adicion'all localizado en el residiio
Ser 41, consta de cuatro variantes genéticas: A, B, c y D, de acuerdo a un orden decreciente en su
movilidad en geles de almidén a pH 8.6 y 7M de urea por diferencias en el nimero de aminodcidos.
Su carga neta es el resultado de una distribucion de cargas que no permite la formacion ‘de -
hélices en forma aleatoria. La a.so parece ser una microvariante de la as, tiene un peso molecular
de 22 KDa, precipita con 0.4 M de cloruro de calcio a pH 7.0 y 4 °C. Ambas son capaces de
estabilizarse por la x-caseina contra la precipitacion por calcio. Debe sefialarse que en la literatura
se encuentran diferencias en cuanto a la asignacion de pesos moleculares por variaciones en la
metodologia empleada para calcularlos, asi como en la nomenclatura de las variantes genéticas. En
tanto, la as2 es la mas hidrofilica de todas las caseinas debido a que contiene en mayor numero
residuos cationicos, lo que la hace sensible a los iones calcio. Su estructura sugiere interacciones
electrostaticas que dependen del pH y su peso es de 25 KDa. Posee 207 aminoacidos y tiene de 10
a 13 grupos fosfatos unidos por molécula. Se caracteriza por el bajo contenido de prolina y, al igual
que la k-caseina, contiene dos residuos de cisteina por molécula (Fox y McSweeney,1998).
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Beta caseina y Gama caseina

La B caseina se rompe en péptidos de sabor amargo y constituye del 34 al 36% de las proteinas
micelares. (Amiot, 1994). Esla es la mas hidrofobica de todas las caseinas y se compone de ocho
fracciones polimorficas: A% A2, A3B,B 2 C,DyE. La B-caseina esta formada por 209 residuos de
aminoacidos, en donde arginina se encuentra en el extremo N-terminal y valina en el C-terminal.
Tiene un peso molecular de 24 KDa y un punto isoeléctrico de 5.0. Estudios posteriores han
demostrado la existencia de la y-caseina, resultado del rompimiento de la B caseina en el enlace
Lyszs- Lys2e. La y-caseina fiene un punto isoeléctrico de 5.8 y tiene un peso molecular de 11 KDa.
También existen diferentes formas polimorficas (A ¢, A2, A3 B,) que van del residuo 29 al 209. Las
variantes de ambas caseinas corresponden entre si. '

La presencia de los atomos de fésforo altera significativamente las caracteristicas de la B-caselna, y
genera una concentracion de grupos cargados en la region del N-ierminal, mientras que la porcion
C- terminal es altamente hidrofobica. Los numerosos residuos de prolina distribuidos a lo largo de la
molécula ejercen un efecto conformacional, evitando Ia formacion de la o hélice. La carga netade la
B-caseina se encuentra contenida en su totalidad en el péptido N-terminal de 25 aminoacidos con 4

de los 5 grupos fosfato, 7 carboxilos y sélo dos cargas positivas a cada extremo de este péptido (Fox
y McSweeney,1998).

K caseina.

Contiene un solo residuo fosforilado que permite fijar sélo algunos iones calcio y su solubilidad no
resulta afectada por su presencia, lo que le confiere estabilidad a la micela frente a estos iones
calcio. Durante las primeras investigaciones sobre la composicion de las proteinas de ia leche, la
caseina completa se pudo separar en dos fracciones:

1) lafraccion sensible al calcio

2) la fraccion insensible a Ia precipitacion del calcio.
Estas dos fracciones fueron designadas como ast1 y x-caseinas, respectivamente. La x-caseina
liene propiedades quimicas y fisicas tnicas al compararse con ofras proteinas de la leche. Algunas
propiedades tienen consecuencias inmediatas en el estado fisico de la leche como son:




Antecedentes

1) se mantiene soluble cuando las demas proteinas precipitan; 2) tiene la capacidad de
estabilizar a otras caseinas contra la precipitacion en presencia de calcio, por la formacion
de micelas coloidales; 3) es la Gnica de las caseinas que contiene cadenas laterales de
carbohidratos; 4) es la Unica caseina que contiene residuos de cisteina. Su punto
isoeléctrico es de 4.1 - 4.5 y su peso molecular de 19 KDa.

La estructura primaria de la x-caseina con sus caracteristicas de carga permite predecir una
estructura solvatada, desplegada o con una pequefia hélice en el segmento C-terminal, de més de
50 résiduds, mientras que la porcidn central aparece plegada en forma compacta en una estructura
globular, debido al caracter altamente hidrofdbico de la region. Los residuos de cisteina se
encuentran en la regidn mas hidrofilica de la k-caseina y en la superficie participa activamente en
las unidnes intermoleculares (Fox y McSweeney,1998).

1.1.2 Proteinas del suero.

A diferencia de las caseinas, estas proteinas son compactas, globulares y solubles en un intervalo
de pH muy amplio (incluso a pH acidos, cuando se han desnaturalizado por el calor). Constan por lo
menos de ocho fracciones diferentes, entre las cuales destacan la «-lactoalbumina y B-
lactoglobuling, fas inmunoglobulinas, la albiimina sérica bovinay fracciones proteosa-peptona. Son
sensibles a altas temperaturas y en menor grado al pH &cido (condiciones inversas a las caseinas)
debido a que su mecanismo de estabilidad es por hidratacién y no por carga eléctrica; son las
primeras proteinas de la leche en desnaturalizarse y su calentamiento libera grupos sulfhidrilo que
reducen el polencial oxido-reduccion, lo que puede llegar a inhibir parcialmente las reacciones de
oxidacion. En su composicién intervienen la mayor parte de los aminoacidos, lo que favorece la
estabilidad de las mismas en medios acidos, en comparacion con las propias caseinas, por lo que su
valor nutritivo es mejor (Keating,1999). Las caracteristicas de los componentes principales son las
siguientes:
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Albimina sérica bovina

Esta molécula aparece sdlo con una cadena peptidica con un grupo ~SH libre en la posicion 34
amino terminal y con 17 enlaces disulfuro intramoleculares. Tiene un peso molecular de 66 KDa y es
idéntica a la albumina del suero sahguineo en todas sus propiedades medidas e inmunologicas,
excepto en el comportamiento electroforético a pH 4.0 - 4.8, que es la zona en que se localiza el
punto isoeléctrico.

oa—lactoalbimina

Se encuentra en cualquier tipo de leche que conténga lactosa, ya que se requiere de la biosintesis
de la primera. Al parecer, existe una relacién entre la cantidad de o-lactoalbumina y lactosa
presente. Se conocen dos variantes genéticas, la A y B, que sélo difieren en una sola sustitucion en
la posicion 10, en donde la A tiene lisina y la B arginina, ambas con un peso molecular de 14 KDa.
La funcion de la a-lactoalbiimina es la sintesis de lactosa. Es una proteina globular que presenta
una estructura primaria, rica en lisina y triptofano, precipita a pH 5.1. No coagula por accion del
cuajo o de los acidos, sélo por efecto del calor, ya que su estabilidad depende del agua de
hidratacion y no de las cargas eléctricas que caracterizan a las micelas de caseina.

B-lactoglobulina

Existen cuatro variantes genéticas de esta unidad. Su funcion biolégica consiste en transferir gran
variedad de inmunoglobulinas a las crias. Es la proteina del suero mas abundante y soluble; su peso
molecular es bajo (18 KDa) y su punto isoeléctrico 5.2. Es la principal proteina portadora de grupos
sulfihidrilo, que son modificados o separados en el curso de la desnaturalizacion y que intervienen
en la formacion del sabor “a cocido" después del tratamiento térmico de la leche. Bikker et. al, 2000
han realizado estudios en el comportamiento reoldgico de las variantes genéticas de esta fraccion
cuando son adicionadas durante la rehidratacion de la leche en polvo y sus resultados demuestran
que la adicion en exceso de esta proteina favarece las propiedades funcionales del producto.
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Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son proteinas que participan en la defensa del organismo ante la presencia de
moléculas y organismos ajenos. Existen tres clases de inmunoglobulinas en la leche de vaca:
inmunoglobulina G (IgG) con un peso molecular de 52 KDa,; inmunoglobufina A (IgA) con peso
molecular 52 — 56 KDa e inmunoglobulina M (IgM), con peso molecular de 69 KDa. Asi mismo se
les ha encontrado en el calostro, suero sanguineo y en secreciones como saliva, nasal y vaginal. Su
punto isoeléctrico va de 4.6 - 6.0 (Walstra y Jenness,1987).

Fraccion proteosa-peptona

Esta fraccion de proteinas consiste en una mezcla de fosfoglucoproteinas termoestables, solubles a
pH 4.6 e insolubles en &cido tricloroacético al 12%. Los principales componentes de la fraccion se
han identificado de acuerdo a sus movilidades electroforéticas a pH 8.6. La movilidad va en orden
decreciente: 3>5>8.Tienen un peso molecular de 4 — 40 KDa y un punto isoeléctrico de 3.1.

El componente 3 se encuentra en la fraccion del suéro. Se caracteriza por su alto contenido de
carbohidratos (alrededor de, 17.3%); 0.5% de fésforo; bajo contenido de aminoacidos y
componentes sulfurados. Las unidades de carbohidratos consisten en galactosamina, glucosamina,
galactosa, fucosa y &cido sialico. La fraccion de proteosa-peptona parece estar relacionada con el
factor inhibidor de |a lipdlisis que se encuentra normalmente en la leche (Varnam y Sutherland, 1994).

1.1.3 Sustancias nitrogenadas no proteicas

Constituyen una pequefia proporcion de la leche, con una gran cantidad de sustancias de peso
molecular aproximado a 5 KDa; son dializables y permanecen solubles a pH 4.5 — 46 (Fox y
McSweeney,1998).
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1.2 Carbohidratos

Entre los carbohidratos presentes en la leche, la lactosa se encuentra en una proporcion del 4.7% al
5.2%, y es el componente menos variable. También existen mono y polisacaridos en menor
proporcion (galactosamina, glucosamina, galactosa, fucosa y acido sialico ) en comparacion con la
lactosa, que es el carbohidrato principal (Spreer,1991).
A diferencia de la concentracion de grasa o proteina. en la leche, la concentracion de lactosa es
similar en todas las razas lecheras, se encuentra en dispersién molecular y no puede alterarse
facilmente con variaciones en la alimentacion de los animales. Es un disacarido reductor formado de
glucosa y galactosa, que se muestran en la figura 1. Estos azicares también se encuentran en
forma libre en una concentracibn mucho menor en la leche: 16 mg/100 g y 15 mg/ 100 g,
respectivamente. La leche es la unica fuente de galactosa disponible para el ser humano. La lactosa
se sintetiza en la mama a partir de glucosa sanguinea, y en los rumiantes a partir de acidos volatiles
producidos en el rumen; es soluble y forma parte esencial del suero de leche, puede ser fermentada
por baclerias lacticas y producir acido lactico principalmente. Su cuantificacion es util para
determinar adulteracion en leche por adicion de agua o suero de leche (Varnam y Sutheriand, 1994).

@ Kyl Ry phdg ol

Galactosa G lucosa Lactosa

Figura 1: Lalactosa se sinleliza en fa ubre a partir de glucosa y galactosa (Spreer, 1991)

1.3 Lipidos

Normalmente los lipidos constituyen del 3.5 hasta el G.O%ﬁde la leche, este valor cambia de
acuerdo a la raza y las practicas de alimentacion. La grasa se sintetiza en la glandula mamaria a
partir de acidos grasos volatiles, (Alais,1990). Esta presente como gldbulos pequeiios suspendidos
en agua, lo que la hace inestable y facil de extraer sin modificar otros componentes. Sus
modificaciones no causan grandes cambios en la estructura fisicoquimica, sin embargo, alteran
notablemente la percepcion organoléptica del producto (Keating,1999).
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Cada globulo se encuentra rodeado de una capa de fosfolipidos, que evita la aglutinacion entre si,
repeliendo ofros globulos de grasa y atrayendo agua. Siempre que esta estructura se encuentre
intacta, la leche permanece como una emulsién. La mayoria de los lipidos en los glébulos se
encuentra en forma de triglicéridos formados por la union de glicerol con acidos grasos, como se
observa en la Figura 2, que en su mayor parte son de cadena corta {entre cuatro y diez atomos de
carbono) producidos a partir de unidades de acido acético derivadas de la fermentacion en el
rumen. El acido butirico es especifico de la leche de rumiantes, cuya proporcion varia de acuerdo a
la dieta y temperatura ambiente. El mas abundante es el oleico, acompaiiado de los polinsaturados
linoleico y linolénico (Walstra y Jenness, 1984; Spreer, 1991).

Gllcerol‘ Acldos Grasos Triglicéridos
— ]
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R1 Ho=C =0 =T ~RI1
1

2
Hy—C ~0H oH— & —
1 o
H=C=0# * oH-C& =Rz > HeC—0- f:"- Rz
1 0
¢

-« 1

Ho C—-OH oH— & ~R3 Ha c—a-E' R3

Figura 2 Estructura de los triglicéridos (R1, R2, R3, representan las cadenas de acidos grasos que le
otorgan a los triglicéridos sus caracteristicas individuales (Spreer, 1991).

1.4 Agua

En todos los ammales el agua es el nulnmento requerido en mayor cantidad y la leche suministra

una gran cantidad de Ia mlsma, puesto que contiene aproximadamente 90%, lo que la hace

susceptible a adulteracuones por aducubn de la misma. El volumen de agua es regulado por la
lactosa, que postenormente es transportada y distribuida por el torrente sanguineo (Amiot,1994).
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1.5 Estabilidad de las proteinas de la leche

1.5.1 Formacién del sistema micelar

La estabilidad de la leche se debe a la formacion de micelas de los diferentes monomeros de la
caseina. A diferencia de otros agregados proteinicos de tamaiio fijo que existen en las células, las
micelas de caseina tienen una amplia variedad de tamafios, con un radio minimo de
aproximadamente 20 nm a 300 nm en funcion de diversos factores (raza, especie, estado de
lactancia, etc.). La composicion de las micelas esta dada por las diferentes fracciones proteicas ya
descritas (caseina as-1, B, k-caseinas derivadas de éstas y fragmentos peptidicos), por compuestos
salinos (calcio y fosfato), por citrato y por una fraccion glucosidica.

La presencia de los grupos fosforilados de las caseinas as1, as2y $ les confiere una fuerte afinidad
por el calcio, a diferencia de la k-caseina, que tiene baja afinidad por el calcio y se distingue por su
alta sensibilidad a la accion proteolitica de la renina. En las micelas de caseina una parte del fosfato
y del calcio se encuentra bajo la forma de fosfato coloidal, el cual las estabiliza. Existen diversas
hipotesis que tratan de explicar la distribucion de los componentes de las micelas, asi como su
estabilidad interna. Sin embargo, hay dos factores que lo explican:

1) Las micelas portan un exceso de cargas negativas que provocan fuertes repulsiones

electrostaticas que impiden el acercamiento entre ellas.
2) Las micelas fijan una importante cantidad de agua. Una parte de ésta envuelve a la micela por
puentes de hidrégeno formando una cubierta de hidratacion que la estabiliza.

La importancia de cada uno de estos dos factores depende de la composicién de la fase acuosa (pH
y concentracion de calcio, fosfatos, citrato, etc.) y de la composicion de las micelas (fosfato de calcio
coloidal y proporcion de caseinas). La desestabilizacion de la micela trae como consecuencia la
coagulacion (Fox y McSweeney, 1998).
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1.5.2 Factores que afectan la estabilidad micelar

Existen diversos factores que modifican la composicion tanto de la fase acuosa como de la micelar.
Entre éstos se encuentran la temperatura y el pH. La refrigeracion de la leche provoca una
solubilizacién reversible del calcio y del fosfato hacia la fase acuosa, mientras que el calentamiento
provoca una disminucion importante del calcio coloidal por precipitacion. Por otra parte, la
acidificacion causa la solubilizacion del calcio y fosfatos coloidales hacia la fase acuosa, ya que hay
una disminucion en las cargas de los grupos acidos de la caseina, lo cual reduce el potencial de
carga en la superficie y el nivel de hidratacion, con lo que aumenta la solubilizacién de sales hacia la
fase acuosa. Cerca del punto isoeléctrico de las caseinas se forma una red proteinica insoluble
constituida por uniones intermoleculares de tipo electrostatico e hidrofobice, con lo que se produce la
coagulacion de las micelas de caseina de la leche.

1.5.3 Coagulacion micelar

La coagulacion puede ser lograda por tres métodos, dependiendo de |a naturaleza de los productos:

1} Los electrolitos acidos provocan la desestabilizacion de las micelas de caseina sin

fraccionarlas. Esta desestabilizacion puede revertirse al cambiar el pH al boriginal.
Generalmente se usa acido acético.

2) Enzimas proteoliticas (de origen animal, bacteriano, fingico o vegetal). El mas utilizado es el
cuajo de terera, que es obtenido del cuarto estémago (abomaso o cuajar) y se conoce
como renina o quimiosina; esta compuesto por una mezcla de proteasas acidas (quimiosina
EC 3.4.23.4), que se encuentrakaprox'imadamente en un 85%, y de la pepsina (EC3.4.23.1)
que se encuentra en un 15%. Sirve como referencia para otros agentes coagulantes y se le
conoce como renina.

La coagulacion enziméatica consiste en dos fases: una fase primaria y una fase de agregacion o
secundaria. Sin embargo, existe una etapa en la que as1 y [ caseinas son gradualmente
hidrolizadas por largo tiempo, lo que algunos autores la denominan fase terciaria. Durante la fase
primaria se lleva a cabo una ruptura entre los aminoacidos 105 y 106 de la k-caseina, que son
fenilalanina y metionina. Esta hidrolisis tiene como resultado Ia separacion de la fraccion hidrofilica
soluble (Amiot, 1994, Fox y McSweeney, 1998).
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1.6 Calidad

La calidad se define como el acatamiento de normas de calidad que permiten la idoneidad para el
uso de un producto o servicio determinado. Estos requerimientos corresponden a un grupo de
especificaciones ya establecidas que se relacionan directamente con las diferentes propiedades de
cada producto en particular (Manual de Calidad SS, 1999). La calidad fisicoguimica y comercial de la
leche debe ser garantizada, por lo que se han establecido denominaciones, especificaciones
comerciales y métodos estandares de prueba, que incluyen métodos microbiolégicos y
fisicoquimicos para evaluar productos lacteos y sustitutos (Richardson,1985). EI AOAC (The
Associacion of Official Analytical Chemists) establece métodos validados que incluyen pruebas de
plataforma (acidez, densidad, grasa y gravedad especifica) y andlisis rutinario.

1.6.1 Normas

La Norma Mexicana NMXF026 1997 vde la Secretaria de Economia (SECOF!), se basa en
métodos estandares de prueba y establebe denominaciones de los - diferentes tipos de leche de
acuerdo a su proceso, asi como a sus especﬁ' caciones minimas de calidad. De 1988 a 1999, el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades,
Establecimientos, Productos ¥y Servicios (1988), era el instrumento encargado de verificar el
cumplimiento obligatorio. En - este reglamento se |ncluian denommac(ones y especificaciones
sanitarias, fisicoquimicasy comercnales para la leche de vaca.

Sin embargo, fue modificado en 1998 para converurse en el Reglamento de Control Sanitario de
Productos y Servicios de la misma Ley Gvengralhd_e‘ Salud En’este se eliminaron las denominaciones
y especificaciones ﬁsicoqulmi(:as‘ d'e;‘la_ la'che'.y

-atencion (nicamenle a los aspeclos
sanitarios. ‘

Este cambio cred un vacio en la regulamén de la cal:dad de Ia Ieche especialmente en aspectos
fisicoquimicos e informacion comercial ya que “fuera del reglamento antenormente sefialado, la
Unica disposicion normativa para la leche es la Norma Mexncana 'NMX-F- 026 que se refiere a la
denominacion y especificaciones comerciales de la leche. No obslante esta norma es solo dewv '

referencia y, por tanto, no es de cumplimiento obligatorio y no hay sancion por parte de Ia autoridad
cuando algiin particutar no cumple con la misma.
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1.6.2 Nueva normatividad

El desarrollo de una norma para la leche de vaca con caricter de cumplimiento obligatorio es
necesario y prioritario, tomando en cuenta las circunstancias actuales de apertura de los mercados
en el mundo. Esto resulta que, entre otras cosas, se presenten en el comercio entre México y en
otros paises barreras no arancelarias, mientras que para el mercado interno sélo se consideran
elementos sanitarios como la Unica forma de proteccion al consumidor. En este sentido, sin un
marco normativo adecuado, nuestro pals no estard en posibilidades de exigir los reqUisiloé'de
calidad a los productos lacteos de importacion, de la misma forma en que se exige al sector
exportador de México. Por el momento, sélo se tiene el Proyecto de Norma Oficial Mexicana PRY-
NOM-155-SCFi-2001 (Diario Oficial de la Federacion del 14 de noviembre del 2001), para Leche,
Imitaciones y Férmulas Lacteas - Denominacion, Especificaciones Fisicoquimicas, Informacion
Comercial y Métodos de Prueba. Este proyecto de norma pretende establecer denominaciones
comerciales de diferentes tipos de leche que se comercializan dentro del territorio mexicano, los
cuales deben corresponder a las especificaciones establecidas por dicha norma que sera de
caracter obligatorio. En este contexto las especificaciones fisicoquimicas son las mismas que la
norma anterior, sin embargo, la denominacion de formula lactea se ofrece .de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Esta norma no concuerda con ninguna norma internacional por no
existir referencia alguna al momento de su elaboracion. )
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1.7 Produccién de leche

1.7.1 Producciéon mundial

A nivel mundial, en los Gltimos afios, la Union Europea (UE) ocupa el primer lugar de produccion de
leche de vaca (SAGAR, 2001), debido a su alto grado de industrializacion y a los avances en el area
de genética y zootecnia. En el cuadro 3 se presenta la produccion en toneladas producidas por los
diferentes continentes a partir de 1996, de los cuales el incremento global en la produccion hacia el
afio de 1999 es de un 2% anual; Norte América ocupa el segundo lugar al registrar el mayor
crecimiento (4%).

Cuadro 3. Produccion mundial de leche de vaca de 1996 — 1999
(SAGAR,2001)

UL .
E. Occ..; .
E. Oriental .
Rusia -~ -5
S. Asia

La produccion de leche a nivel mundial tiene una variacion anual ligera (1 a 2 %), y el 65% de ésta
se concentra en paises desarrollados (Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda Jap6n, Canada,
Noruega, Suiza), lo que limita la venta a los paises restantes por restricciones de produccion. En
afios recientes, el incremento en la produccion de leche en Asia, Latinoamérica y Oceania ha sido
favorecido por una declinacion de la produccion lechera de Europa Oriental y Rusia. Se espera que

esta regiones presenten un crecimiento importante en produccion local a mediano plazo (proximos
10 aftos) (FAO, 2001)
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1.7.2 Produccion Nacional

La produccion de leche de vaca en México se ha incrementado desde 1989 ( ver cuadro 4 ). En el
afio 2000, ta SAGAR report6 la cifra preliminar de 9.304 millones de toneladas, lo que representé un
alza significativa de 3.700 millones de toneladas en comparacién a lo producido en 1989, cuando se
obtuvieron 5.577 millones de toneladas. E! incremento en la produccién mexicana de leche se debio
en gran medida a las politicas gubernamentales que se establecieron respecto a la liberacion de
precios de la misma, ademas de que se oforgaron beneficios econémicos para incentivar la
produccion nacional y un mayor control en los cupos de las importaciones (SAGAR-INEGI, 2001). En
la Republica Mexicana el 70% de la produccion se da en los estados del norte, Bajio, Golfo y centro
del pals ( ver cuadro 5 ).

Cuadro 4. Produccion anual de leche Cuadro 5. Principales Estados
productores de leche flulda en 2001

LECHE DE BOVINO
PRODUCCION RACIONAL 1989.2000.
(MILES DE LITROS)

ANO PRODUCCION CRECIMIENTO
ANUAL (%)

1989 5,577,309 -
1930 6,141,545 104
1991 6.7117,115 94
1992 6,966,210 7
1393 7,404,078 63
1994 1,320,213 R
195 7,398,598 14
19% 7,586,422 25
1997 7,848,105 34
1938 8,315,111 6.0
1999 8,877,314 6.8
2000 9,304,979 48

1 Cifres prodmeaces
FLENTE Coraro de Estatenca AQroperusria, SAGARPA

Sin embargo, la produccion nacional de leche (fresca y deshidratada) resulta insuficiente ante la
demanda aproximada de 9.3 millones de litros que se consumen diariamente en el pais (SAGAR
INEGI, 2001).
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1.7.2.1 Carencias del sector lechero

Este sector es heterogéneo. Si bien existen unas cuantas empresas altamente lecnificadas, la
mayor parte de las cerca de 70 mil empresas primarias productoras de leche ain cuentan con
sistema de ordefia estacional ordinario. No tienen instalaciones y equipo técnico para recibir y
transformar la leche liquida en los volimenes que se requieren, ademas de que no existen
condiciones suficientes para la deshidratacion lactea en el mercado nacional. En contraste, el
pequefio grupo de industrias cuenta con infraestructura, ganado y mano de obra especializados, que
le permite alimentar a su ganado con forrajes formulados especialmente para la mayor produccion
de leche (SEDESOL, 2001).

1.7.2.2 México como pais importador de leche

México se ha converido en el primer importador de leche descremada y entera en polvo o
deshidratada a nivel mundial (Cuadro 7), al consumir el 45% de las exportaciones totales, seguido
de Argelia y Japon. Australia y Nueva Zelanda son los principales exportadores de leche
descremada en polvo en el mundo. En el 2000 estos dos paises exportaron un volumen de 197 mil
toneladas cada uno (Cuadro 6). No obstante, esta cifra disminuy6 para ambos, siendo mayor para
Nueva Zelanda, con el 8.37% en comparacion al afio anterior. Estados Unidos y Canada ocupan el
primer lugar de exportacion de leche entera en polvo (SAGARPA-INEGI, 2001).

Cuadro 6. Exportadores de leche Cuadro 7. Importadores de
descremada en Polvo (2001) leche descremada en polvo(2001)
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1.7.2.3 Comercializacion mundial de la leche

El comercio mundial maneja tradicionalmente volimenes grandes de leche en polvo, ya sea
descremada o entera, del orden de 120 mil toneladas por afio. Esta presentacion en polvo permite
prolongar la vida de anaquel y un simple manejo del producto para su almacenamiento y transporte.
Sin embargo, es susceptible de adulteracién con la finalidad de encubrir su naturaleza, composicion
o caracteristicas comerciales mediante la adicion de concentrados proteicos, con lo cual se pretende
obtener mayores rendimientos, con la consiguiente ganancia econdmica en su venta.

1.8 Especificaciones normativas en México

La norma NMX-F-026-1997-SCF| y el proyecto de norma (PROY-NOM-155-SCFi-2001) definen a la
leche en polvo como la leche a la cual se le ha eliminado cuando menos el 86% del agua propia de
la leche descremada o parcialmente descremada, sin sustraccion alguna de sus componentes
naturales o adicion de otros similares, ajustandose a las especificaciones técnicas de la leche que se
denomine (Secretaria de economia y Direccion General de Normas 2001). En el cuadro 8 se
observan las especificaciones para leche en polvo en sus diferentes presentaciones en cuanto a
parametros quimicos. Todas las leches importadas que cumplan con esta denominacion se
consideraran clasificadas en el Capitulo Cuatro de la Tarifa de la Ley del Impuesto General de
Importacion, publicado en el Diario Oficial de la Federacion el Lunes 19 de Agosto de 1999, que
corresponde al 2% sobre producto.

Cuadro 8. Especificaciones de producto de acuerdo a la NMX-F-026-1997-SCFI

Especificaciones ‘Leche entera ‘ Parcialmente l Semi- I Descremada
descremada descremada
I Grasa butirica % [ min26 | min 1.5 | min 1.3 [ min1$§
| Solidos nograsos dela l min 69 l min 69 ‘ min 82 r min 93.5
| leche
i " Humedad % "-[M max 4 | max 4 [ max 4 { max 4
r Proteinas® T min 34 | min. 3.4 | min. 3.4 ™ min. 34
FT TR 7 82 {7 T Te2 TTTT[TTTTTez b Te2
f Cenizas % |7 7605 { 7.15 f 7.50 i 8.15
77T T Coior 7 [amarillociaro |  amanllo-claro-crema | amanlio- claro | blanco-amarillo

"+ El porcentaje de proteina en todas Ias presentaciones es minimo de 3.4 %, o que deberia de incrementar en aqueiias
denominaciones como descremada y semi-descremada (Direccion General de Normas, 2001).
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En los procesos de industrializacion de la leche se destruyen algunos nutrientes, especialmente las
vitaminas que contiene presentes naturalmente en la leche; la magnitud de las pérdidas depende de!
nutriente y del método de procesamiento empleado. Sin embargo, los nutrientes daiiados durante el
procesamiento se pueden reemplazar mediante la fortificacion de la leche. Actualmente se permite
la adicion de vitaminas A y D, al igual que de pequefias cantidades de emulsionantes o
antiapelmazantes (fosfolipidos y didxido de silicio amorfo) en la leche en polvo.

Los productos que no cuenten con las caracteristicas normativas de leche se denominaran formula
lactea o preparaciones lacteas, de acuerdo a la norma NMX-F-026-1997-SCFl y PROY-NOM-155-
SCFI-2001. Estos resultan de la recomposicion de los ingredientes propios de la misma: caseina en
cualquiera de sus formas, lactosa, suero de mantequilla, suero de queseria, concentrado de suero y
agua potable o purificada en Ias cantidades necesarias para ajustarlo a las especificaciones técnicas
de laleche que se denomine. También se considera la adicion de ingredientes de origen vegetal y/o
quimico: grasa vegetal, aceite parcialmente hidrogenado, dextrinas, gomas, entre otros. Este tipo de
productos tienen fraccién arancelarias especificas que van desde un 80% hasta 106% de impuesto
sobre producto (Diario oficial,2000, capitulo 4).

1.9 Leche en polvo

La obtencién de leche en polvo se ha incrementado por ser la mejor forma de conservacion,
especialmente en lugares donde la produccion no es uniforme todo el afio. Ademas, ocupa menos
espacio para su almacenamiento y transporte. El mayor volumen de produccion e corresponde a
la leche descremada en polvo, debido a las multiples aplicaciones industriales y en la alimentacion
animal. La leche en polvo entera se utiliza fundamentalmente para la alimentacion infantil y leches
rehidratadas de consumo. La leche en polvo se elabora de acuerdo a la clasificacion que hace
referencia al tratamiento téi’mico que ha recibido, establecida por el American Dry Milk Institute
(ADMI,1971). En el cuadro .9 se Ppresentan las caracteristicas funcionales de acuerdo a los
tratamientos térmicos, asl como los usos comerciales a los cuales se puede destinar.
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Cuadro 9. Utilizacién de leches en polvo de tratamiento térmico bajo, medio y alto

[ Producto [ Tipo de leche en polvo | Caracteristicas
" Leche reconstituida y bebidas Tratamiento bajo /medio Alta solubilidad, minimo aroma a cocido
lacteas 65C por 30 min.
“Leche evaporada recombinada { 7 Tratamiento alto Estabilidad al calor, alta viscosidad
120°C por 5 seg.
i Queso f Tratamiento bajo Coagulabilidad
; i 65°C por 30 min
Helado ! Tratamiento medio Emulsificacion ,formacion de espuma, absorcion
76" - 85°C por 30 min. de agua
Pasteleria Tratamiento alto Modificacion de textura, absorcién de agua
120°C por 5 seg.
Productos carnicos Tratamiento alto Emulsificacion, gelacién, absorcion de agua
120°C por 5 seg.
Panaderia [ Tratamiento alto Union de agua, modificacidn de textura
120°C por 5 seg.

(Fox y McSweency,1998)

El American Dry Milk institute (ADMI,1971) basa su clasificacién en la cantidad de proteina de
suero no desnaturalizada que contienen por gramo. Esta cantidad se expresa como indice de
nittdgeno de las . proteinas de suero (Whey Protein Nitrogen Index WPNI). El grado de
desnaturalizacion esta determinado por el tratamiento térmico sobre las proteinas de la leche en
polvo y tie_ne dos etapas:
» +1. La-alteracion de las estructuras secundaria y terciaria de las proteinas, cuya
consecuencia es la desnaturalizacion.
2. la agregacion de las proteinas que origina la coagulacion ( Fox vy
» McSweeney,1998).

1.9.1 Leche en polvo de baja temperatura

'El fratamiento térmico es equivalente a una pasteurizacién normal, donde las proteinas no han
sufrido ninguna desnaturalizacion ni agregacion, por lo que se le denomina “Low-heat powder” y el
contenido minimo en proteinas del suero no desnaturalizadas tiene que ser de 6.0 mg/g.
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1.9.2 Leche en polvo de mediana temperatura

Los intervalos de temperatura van entre 76.5°C — 85°C durante 15 — 30 minutos. Presenta un cierto
grado de desnaturalizacion y agregacion de sus proteinas debido a la formacion de complejos entre
la B-lactoalbimina y la k-caseina. Este tratamiento ejerce un efecto bactericida. En el caso de la
leche entera produce la formacion de grupos reductores y aumenta la capacidad de conservacion y
el contenido de proteinas del suero no desnaturalizadas va de 1.5 y 6.0 mg/g en la leche en polvo.

1.9.3 Leche en polvo de alta temperatura

Los tratamientos térmicos son mas intensos, entre 90°C y 110°C, incluso de 121°C, con un tiempo
de tratamiento de hasta un segundo, por lo que las proteinas estan desnaturalizadas y agregadas
debido a las interacciones entre las proteinas del suero a través de los grupos sulfhidrilo. La leche
recibe el nombre de “High-heat powder”. Este tipo de leches es mas solubles y de mejor sabor y
contiene menos de 1.5 mg/g de proteina del suero no desnaturalizada (Early,1999).

1.10 Principales caracteristicas funcionales de las leches en polvo

Resulta dificii definir con exactitud las caracteristicas fisicas y las propiedades funcionales de la
leche en polvo. Las caracteristicas fisicas influyen sobre su manipulacién, almacenamiento y usos,
dependiendo fundamentalmente de la composicion y del proceso de elaboracion utilizados para la
obtencién del producto en polvo, por lo que so6lo se menciona las principales caracteristicas y
factores que intervienen en el producto final.

El control de la temperatura determina el grado de desnaturalizacion de las estructuras terciarias que
definen las propiedades funcionales de las proteinas, lo que hace que Ia leche en polvo sea multi-
funcional y factible de adecuar al producto a las necesidades industriales
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1.10.1 Solubilidad

Es una caracteristica fundamental en las leches en polvo. Los productos poco solubles forman un

sedimento que resulta desagradable, los factores mas importantes que pueden modificar la

solubilidad de la leche en polvo son los siguientes:

1. La presencia de &cido lactico en la leche (que produce la desestabilizacion de las caseinas).

2. El tratamiento térmico de la leche (especialmente, cuando hay &cido lactico desnaturaliza
reversiblemente las proteinas).

3. El sistema de desecacion (generalmente, el secado en rodillos genera un mayor grado de
insolubilidad que el proceso de aspersion o spray) (Early,1999).

1.10.2 Viscosidad

La viscosidad de la leche en polvo depende de 1a leche cruda como materia prima. Se mide por el
tiempo que tarda en pasar el flujo en un capilar. La viscosidad de la leche se debe a la resistencia
que presenta los globulos grasos al forrhar4la nata. La leche entera en polvo generalmente es mas
viscosa que la leche descremada en polvo debldo a un mayor contenido de grasa, por lo que su
viscosidad no debe exceder de 100“ Cp y para leche entera, como méaximo, 60° Cp. La viscosidad
determina el tamafio de pamculas pnmanas lo_que, a su vez, incide en el contenido de humedad
final del polvo. Los prlnmpales cl es que lnﬂuyen sobre la viscosidad del producto final son:

» Temperatura de paste zacuonl precalentamiento.

. Desnaturahzacnén de. Ias proteinas del suero.

= Homogenizacion - .

« Contenido de sélidos iétales‘del concentrado

e Variaciones estacionalés en la proporcion proteinal lactosa.
o pHfinaldel producto.
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Investigaciones recientes en el &mbito nacional (Nungaray, 2001) proponen determinar el
comportamiento reoldgico (viscosidad) de la leche fluida para precisar la calidad o la posible
adulteracion de este producto mediante un analisis de rutina. Esto permitiria determinar |a adicion
de gomas, caselnatos y/o suero de leche a la misma para enmascarar practicas de higiene y
alimentacion del ganado en general, lo que repercute en sus propiedades funcionales,
incrementando principalmente la viscosidad y la estabilidad de las micelas. Un ejemplo lo
constituyen los estudios de Jianshe et al (1999) quienes mostraron que la viscoelasticidad y las
propiedades emulsificantes se incrementan al adicionar suero de leche y proteina concentrada de
leche a productos lacteos.

1.10.3 Color

El color de Ia leche fluida y en especial de los productos lacteos, varia mucho debido al diferente
contenido de caroteno en la grasa, lo que depende de los piensos, por lo que en la época de invierno
tiene efecto marcado. Ademas depende de la capacidad de la vaca de converlir al caroleno en
vitamina A, lo que varia mucho entre razas. Sin embargo un color amuy amarillo en leche en polvo
indica que ha sufrido un proceso de enranciamiento (Nobel P,1999).

1.10.4 Acidez

La acidez titulable de la leche se define como los mililitros de hidréxido de sodio 0.1N necesarios
para neutralizar 10 mililitros de leche y es expresada como acido lactico es una de las principales
pruebas de plataforma que valora la calidad de la leche fluida y en polvo. La normatividad especifica
valores que van de 0.13 — 0.17% de &cido laclico para ambas leches. La leche de vaca es acida
ante la fenolftaleina alcalina y ante el anaranjado de metilo y anfotérica cuando se prueba papel
tornasal debida a la presencia de fosfatos, caseina y dixido de carbono. Valores superiores a la
normatividad pueden indicar un deterioro microbioldgico, al revelar alteraciones de las propiedades
organolépticas y/o de la composicion de la leche (Spreer, 1991).
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Existen dos métodos de procesamiento que se ilustran en el cuadro 10, asi como las
especificaciones de cada uno. Actualmente el metodo mas empleado en e! secado de la leche en
polvo es por atomizacion, debido a que este proceso implica el menor dafio termico para las
proteinas de la leche

Cuadro 10. Métodos de elaboracion de leche en polvo

{ Método de cilindros

[ Método de Spray o Atomizacion

Tratamiento Concentracion de los solidos Concentracion de los sélidos
previo Tratamiento UHT
[La leche se extiende sobre dos cilindros | La leche se pulveriza en el interior de una

Proceso
| calentados previamente mediante vapor que

rapidamente y se separa por medio de una

torre de secado mediante aire caliente. La
desecacion es instantanea. los tiempos de
secado dependeran de las caracteristicas

$ giran en sentido inverso; la costra seca se forma

| cuchilla. El tratamiento térmico es enérgico. deseadas del consumidor.

| Densidad final | 0.3-0.5% [ 0.5-0.8%
[ Solubilidad final | 80 - 85% [ 95 - 99%
stos | Para alimentacion animal Industrial;reposteria, camicos, lacteos,
| i bebidas.
Ventaja y [Poco usado a nivel industrial, por el Mayormente usado por las pocas pérdidas
desventajas calentamiento térmico que daiia la composicién | causadas al producto final.
inicial del producto.

“(Varnam and Sutheriand, 1994, Spreer,1931).
1.11 Usos de la leche en polvo en la industria

Del total de las importaciones mexicanas de leche en polvo, el 30% es destinado para programas de
abasto social, que apoyan a 4.2 millones de beneficiarios por dia en mil 754 municipios marginados
del pais.- Para lograrlo, se debe rehidratar el producto y, ademas, producir los suplementos
alimenticios para el Programa de Educacién, Salud y Alimentacion (Progresa, 2001). Se considera
qué la calidad debe corresponder a lo que estipula la etiqueta y se le ofrece al consumidor. El 70%
restante se destina a la industria, debido a las propiedades funcionales que proporcionan las
proteinas de la leche (Trujillo et al 2000). Entre ellas estan la capacidad de absorcion y retencion de

agua, formacion de espuma, agente emulsificante, solubilidad, viscosidad, gelacion, estabilidad
térmica y coloidal. )
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Los sectores que la emplean son las industrias lacteas, de camicos, reposteria y panaderia las que
mayor beneficio obtienen en la elaboracion de productos y los usos consisten en la fortificacion de
quesos y procesados, helados, yogurt, leches fermentadas y acidificadas, cremas batidas, betunes,
merengues, chocolates, jamones, sustituto de huevo y fortificacion de alimentos nutricionales (imm y
Regenstein,1998). Las caracteristicas de la leche en polvo destinada a usos industriales se pueden
ajustar de acuerdo a las necesidades. Como alternativas de uso estan las de formulas lacteas,
preparaciones alimenticias y/o leches enriguecidas con suero de leche, caseina o caseinatos
(Dalgleish,1999). En el diagrama | se presentan los subproductos obtenidos de la leche fluida de
mayor uso industrial.
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Diagrama de Obtencion de los Subproductos Lacteos (Amiot,1994)
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1.11.1 Obtencién de caseinas y caseinatos

La obtencion de las caseinas se puede realizar por tres vias:
1) Quimica y fisicoquimica: caseina &cida.
2) Fermentativa (bacterias lacticas): caseina lactica.
3) Enzimética: caseina cuajada.

Se parte de leche descremada y pasteurizada. Las operaciones siguientes son; extraccion,
purificacién y secado. La fabricacion de los caseinatos es mas elaborada, se hace a partir de la
caseina acida o lactica seguida de operaciones de solubilizacién en la sal correspondiente (en
sistemas continuo o discontinuo), deshidratacion y secado (cilindros o por atomizacion).

Investigaciones recientes (Slattery ef al, 1999) proponen la obtencion de caseinatos y caseinas
mediante hidrélisis enzimatica con proteasa de Bacillus debido a que mejora la’ actividad
emulsificante a pH 4cidos, emulsiona las grasas y deja a las proteinas libres para retener el agua, lo
que permite controlar mejor las propiedades funcionales en la elaboracion de alimentos infantiles,

fortificacion de productos geriatricos, en usos farmacéuticos y aplicaciones nutracéuticas.

Ikonen et al (2000} plantean la manipulacion genética de las variantes de la caseina, principalmente
la B-caseina y la k-caseina de tres diferentes razas de vaca a partir de los cromosomas 6 (7,19) a
partir del fenémeno de polimorfismo proteico, para promover mejoria en las propiedades funcionales
a parlir de cambios fisicoguimicos y reoldgicos, que permitiran un amplio uso a nivel industrial lo que

principales paises europeos productores de leche, no tardaran en usar esta manipulacién genética.
1.11.2 Obtencidn de las proteinas del suero de leche

Existen tres tipos de lactosuero, que se detallan en el cuadro 11, que varian de acuerdo a su acidez
titulable. Casi la totalidad del suero de leche en polvo se produce a partir de lactosuero dulce, el cual
se concentra hasta un contenido en sélidos lotales del 35 - 52% vy el sistema de secado que se
realiza es por atomizacion. Suele emplearse como sustitutos directos de la leche en polvo
desnalada.
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El WPC (concentrado de proteinas de suero) se obtiene por separacién mediante técnicas de
ultrafiltracion que permiten el fraccionamiento del lactosuero (y de la leche descremada) sin
necesidad de aplicar calor y, por lo tanto, sin desnaturalizar las proteinas del suero asi como
concentrar hasta un 75% en solidos totales (Casper et al, 2000).

Cuadro 11. Tipos de lactosuero

Lactoksuero dulce Acidez titulable 0.1 -0.2 % pH 5.8 -6.6
Obtenido por via enzimatico

Lacfosuero semiacido | Acidez titulable 0.2 -0.4 % pH 5.0 -5.8.

Obtenido de quesos frescos y acidos como Ricota y el requesén
Lactosuero &cido Acidez titulable 0.4 % pH ¢ 5.0.

Procedente de quesos frescos acidos y caseina acida.

(Varnam,1994).

1.11.3 Cambios conformacionales de las proteinas del suero de leche

En el cuadro 12 se muestran algunas caracteristicas funcionales de las proteinas del suero Estas
son sensibles a temperaturas mayores de 60°C, por lo que se promueven cambios en las
propiedades del producto en el polvo recién obtenido y en los cambios que tienen lugar durante el
almacenamiento de la leche en polvo o de los aislados. Generalmente se produce la
desnaturalizacion de la B-lactoglobulina en un 80-90 % y de la - lactoalbimina en un 33-45%, pero
solo se da durante el secado del producto, pasando de su conformacion globular nativa a una
conformacion al azar que permite facilmente las interacciones ion-proteina y proteina-proteina. Las
proteinas del suero desnaturalizadas, como la - lactoglobulina y otras proteinas del suero, forman
complejos con las caseinas, preferentemente mediante enlaces de calcio (Wnag ef a/,1999), lo que
~ hace mejorar las propiedades funcionales y nutricionales.
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Cuadro 12 Caracteristicas de las proteinas del suero

| Proteina l Caracteristicas 1 Funcionalidad
| B - lactoglobulina | Termolabil ( Domina las propiedades funcionales
l - lactoalblimina | Algo termolabil [ Solubilidad de los concentrados, gelificacién y emulsionante
[ Proteasa — peptona [ Termoestables [ Actividad superficial, favorece batido
l Inmunoglobulinas l Muy termosensibles [ Favorece gelificacion
l AlbGmina sérica bovina I Termolabil {7 Une lipidos
I Caselna soluble [ Termoestables | Modifica funcionalidad
(Fox y McSweeney, 1998).

1.12 Técnicas de monitoreo de calidad

Se han realizado investigaciones con la finalidad de corroborar la calidad de la leche y sus
subproductos mediante diferentes técnicas. Hay propuestas de métodos tanto presuntivos como
confirmativos. Algunos de los principales métodos presuntivos se basan en la comparacién de
resultados obtenidos con respecto a valores pre-establecidos a partir de normas nacionales e
internacionales dependiendo del pais de origen. Una de éstas es el analisis proximal (AOAC 1991),
que permite suponer la presencia de agentes adulterantes o el enriquecimiento de algiin
componente de la leche. Las métodos confirmatorios abarcan diversas practicas que permiten
concluir acerca de la calidad y origen de la leche y sus subproductos, de acuerdo al siguiente
cuadro:

Cuadro 13. Trabajos que involucran métodos confirmatorios.
( Autores Métodos/informacion

Electroforesis capilar:

[
1
f Miralles y Ramos Técnica para determinar a concentracion de proteina de leche de
ll (2001) vaca fluida, suero de leche y caseina lactica, mediante degradacion
: de la k-caseina.
Walsh y Brown HPLC:
(2000) Estimacion de las proteinas en mezclas de leche fluida mediante

secuencia de aminoacidos. Posteriormente se cuantifica mediante
HPLC utilizando estandares.

continua
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Continuacion cuadro 13.

Guzman-Gonzalez y col.
(2000}

Electroforesis:
Caracterizacion de las proteinas presentes en productos lacteos
como el yogurt, enriquecidos con caseinatos y concentrados de
leche en polvo.

Garcia, Amigo y Molina

Electroforesis:

Método propuesto que permite determinar la calidad y composicién

(2000) de los productos de proteina de soya.
i
Reoldgicos:
Brikker y Hill Estudio del efecto reoldgico de la fortificacion de la leche fluida y en
(2000) polvo reconstituidas con mezclas de proteinas de suero;

a-lactoalbimina y dos variantes de B-lactoglobulina, con tratamientos
térmicos diferentes, que permiten determinar la viscosidad a
diferente pH. o

Syrbe y Klostermeyer
(1999)

Reolégicos:
Estudio basado en el comportamiento de mezclas de leche fluida
adicionadas con carragenina, proteina de suero y proteina de soya.

Visser y Olieman
(1999)

Espectrometria de masas:

Analisis de las variantes genéticas o mutantes de B-lactoglobulina,
a-lactoglobulina y carbohidratos en bebidas lacteas, mediante la
determinacion de la secuencia de péptidos y prote‘inas. Acoplada a
la electroforesis capilar. o

Peng y Puhan
(1999)

Espectroscopia Ultravioleta:
Determinacion de proteinas en leche fluida, en especial la caseina
comparada con la técnica de Kjeldahl.

Laporte y Paquin
(1999)

{ Espectroscopia de infrarrojo cercano:
Analisis de grasa, proteina total, nitrégeno no proteico y caseina de
leche de vaca, en base al espectro de absorcion electromagnético.

Continua
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Continuacion cuadro 13.

lgarashi
(1999)

Quimicos:

Método propuesto para la separacién de las fracciones de caseina
en leche fluida y en polvo, basado en |a solubilidad con diferentes
reactivos, para hacer especifica la seleccién y precipitacion.

Lépez Tapia y col.

Electroforesis capilar:

Determinan la presencia de proteina de soya en produclos lacteos,

(1999) mediante electroforesis SDS-PAGE.
HPLC:
Bobe etal Separacion y cuantificacion de las proteinas de las variantes
(1999) genéticas de la kapa caseina mediante cromatografia de liquidos en
fase reversa.
Métodos inmunolégicos:
Molina et al Deteccion de proteinas de suero de leche y de soya, con
(1998) anticuerpos de a-lactoalbimina y R-lactoglobulina en formulas
lacteas.
Electroforesis:
Lynch et al Determinacion de perfiles cromatograficos de elusion y propiedades
(1997) electroforéticas de los aminacidos libres, el contenido de grupos

sulfihidrilo en los caseinatos de sodio comerciales.

Schagger y von Jagow

Electroforesis-SDS.

Técnica de separacion de proteinas de bajo peso molecular, en el rango de

(1997) 1 -100KDa y determinacion de secuenciacion de aminoacidos de
diferentes proteinas y origenes, incluyendo las lacticas
Pinto y Brito Electroforesis- SDS:
(1995) Deteccion de solidos de suero de queseria en leche pasteurizada.

van Riel y Olieman
(1995)

Electroforesis capilar:
Determinacion de la presencia del caseino macropéptido en la leche

pasteurizada de vaca y bifalo. Deteccion de proteinas de bajo peso
molecular.
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Como se observa, existe una amplia gama de metodologias que permiten obtener informacion
cuantitativa y cualitativa sobre las proteinas y otros compuestos de la leche. Algunas técnicas se
caracterizan por su simplicidad y otras requieren de equipo sofisticado, inaccesible para muchos
laboratorios. En el presente estudio se utilizara la técnica de electroforesis SDS-PAGE, con la
finalidad de identificar las fracciones proteicas propias de la leche entera con respecto a las
denominadas leche que ingresan al pais. Los patrones de bandeo obtenidos se analizaran con el
software Quantity One (Bio Rad), a fin de obtener informacion objetiva de los perfiles encontrados.
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Objetivos

2.0 Objetivos General

Implementar un marco de referencia con técnicas fisicoquimicas y bioquimicas que permitan
conocer el comportamiento de leche fluida, leches comerciales y muestras de referencia de
preparaciones de proteinas lacteas en lo que se refiriere asu :

e Composicion proximal

o Parametros fisicoquimicos

e Perfil electroforético unidimensional '
Verificar si diversas muestras de preparaciones lacteas en polvo importadas, contienen la cantidad

de proteina total, caseina y proteinas del suero caracteristicos de la leche entera en polvo sugeridos
por la Norma NMX-F-026-SCF| y el PROY-NOM-155-SCF|-2001.
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Metodologia

3.0 Metodologia

3.1 Muestras analizadas

Para realizar el estudio se trabajo con dos tipos de productos como referencia (ay b) asi como con
muestras problema (c). En algunos casos, los métodos se aplicaron a productos comerciales de
ofras marcas para comparar el comportamiento (d)

a) Aislados proteicos comerciales

b) Leches

Caseina lactea (New Zealand. S.A de C.V).

Caseinato de sodio (New Zealand. S.A de C.V).

Caseinato de calcio(New Zealand SAdeC. V)

Suero de leche (New Zealand S. A de C V)

WPC o MPC ( M|Ik Protelns Concentrate) y (New Zealand. S A de C V)

enteras

Leche comercnal Nldo (Nestlé) € n una pre entaclon de 250 gramos hermetlcamenle
sellado (Anéhsnsts completos) g

Leche bronca provenlente del rancho San Antonio, localizada en el municipio de
Ameca en-el eslado de Puebla, México. Se fraccion6 en lotes de 250 gramos para
cdhgélarla a2 4°C. Posteriormente fiofilizarla {liofilizadora Labconco, Inglaterra

-50°C y‘ 60 mPas de vacio).

c) Muestras Problema.

e Prop

Admi

orcionadas por la Administracion General de Aduanas (ver cuadro 16) a través de la
inistracion Central de Laboratorios (ACL) y Servicios Centrales (SC). Siete muestras de

distinto origen en bolsas transparentes selladas y etiquetadas, con un volumen aproximado

de 1

00g para todas las muestras, Las caracteristicas de las mismas, de acuerdo a dicho

organismo se muestran en el cuadro 14
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Cuadro # 14. Composiciéon Muestras Problema

i Clave H % Cenizas i % Proteina —ﬂﬁ\ % Grasa ‘
F-38 | 76 J 43.09 B 1.0 J
F-39 6.8 58.20 18
F-40 ]i 6.9 { 319 4} 17 J(
F-41 ! 6.5 l 36.00 ] 1.76 J
F-42 | 7.1 l 33.09 i 39 I
F-43 | 7.46 [ 440 l 4.42 |
F-44 ] 7.0 ‘ kY l 42+ |

Analisis realizado por1a ACL ySC
* Adicionado con aceile vegetal parcialmenie hidrogenado.
**Adicionado con aceite vegetal.

Todas las muestras analizadas se fraccionaron en lotes de 250 gramos. Fueron almacenados en
recipientes, herméticos, no translicidos, a 4°C, para prevenir reacciones de oxidacion.

d) Muestras de leches comerciales

e Leches comerciales en polvo, misma presentacion: Bio Nan, Nan, Camation, Alpura,
Fortileche (Verificacion parcial de resultados).
e Leche fluida Suiza.
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3.2 Estrategia experimental
Figura 3. Esquema para la Identificacion de caseina, caseinatos y/o fracciones proteicas en muestra problema.

* Aislados proteicos comerciales.
* Leches enteras de referencia.
* Muestras Problemas

Identificacion de fracciones N Muestras

proteicas

Caracterizacion de materia

v v

* Analisis proximal * Determinacion de carbohidratos totales. * Determinacion de pH.
{AOAC, 1935). (Dubois et af 1956 ). (Popineau y col, 1938).
* Determinacion de proteina total R .
(Micro-Keidahl. AOA.C 1995) * Determinacion de azucares reductores. Prueba reolgica.

¢ (DNS, Miller, 1959). { Nungaray, 2001).

* Solubilidad en funcién del pH
(Popineau y col, 1998).

'

* Determinacion de proteina soluble,. ———— Perfiles Electroforéticos
(Lowry-SDS, Peterson 1977). (Laemmii-SDS, 1970)

l Pocon TCA

Anélisis Molecular
Software Quanlity One
(Bio.Rad)
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3.3 Caracterizacion de la materia prima.
3.3.1 Analisis proximal.

Las determinaciones se realizaron de acuerdo con las pruebas esiipuladas en el texto de
Associatioin of Analytical Communities {AOAC 1995). Con la finalidad de establecer parametros
estadisticos se realizod un promedio de seis mediciones por cada determinacion y se evaluaron con
el programa estadistico Statistics Program Social Sciences ( for version 8.0).

Determinacién de Humedad. Método AOAC 927.05.

Determinacion de Cenizas. Método AOAC 945.46.

Determinacién de Grasa. Método AOAC 905.02.

Determinacion de Proteina total. Método AOAC 991.20, realizada en el equipo Buchi 426 Digestion
Unit { Alemania).

3.3.2. Determinacion de carbohidratos.

3.3.2.1 Determinacion de carbohidratos totales.

Se llevo a cabo por el método de Fenol suifurico descrito por Dubois et al 1956. La concentracion de
la curva patron fue de 100ug/ml de glucosa. Se realizd un promedio de tres repeticiones y se
- evaluaron con el programa estadistico Stalistisc Program for Social Sciences (SPSS).

3.3.2.2 Determinacion de azticares reductores.

Se realizo por la técnica de reduccion de! acido 3-5 dinitrosalisilico DNS reportado por Miller, 1958,
La concentracion de la curva patron fue de 2 mg/mi de lactosa. Se realizé un promedio de tres
repeticiones y se evaluaron con el programa estadistico Statistiscs Program for Social Sciences
(SPSS). ‘ .
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3.3.3 Determinaciones fisicoquimicas

3.3.3.1 Viscosidad

Se us6 la técnica que reporta Nungaray, 2001, la cual se basa en la determinacion de la viscosidad
de suspensiones al 12% de solidos totales de la leche bronca. Las muestras problema se ajustaron
aun 12% de solidos e hidrataron con agua, registrando el tiempo que tarda en pasar el flujo de la
,Vsuspensu’)n por un capllar del viscosimetro capilar Cannon-Fenske (International Research
i Glassware EU) a “4°C, que es la temperatura a la cual se conserva la leche bronca. La
ﬁ‘det rmma""én se reahzé por triplicado.

3332 Detérminacién de pH.

Se realiz6 por la técnica de Popineau y col. (1998). Se prepararon suspensiones del 1% p/v, para
las 'muestras de aislados proteicos y muestras de referencia y del 2% para las muestras
proporcionadas por la ACL. Se llevaron a un volumen de 50 ml con agua desionizadaapH 7.0-7.2.
La solucion se mezcld por 15 minutos con un agitador magnético en una placa agitadora marca
Ccle-Parmer modelo 4802-00. USA, a temperatura ambiente y el valor de pH se registrd con un
potencidmetro marca Beckman-Coulter (Alemania) modelo @ 34 pH meter. Las determinaciones se
realizaron por sextuplicado.

3.3.3.3 Determinacién de acido lactico.

Se empled el método AOAC 947.05. Se reconstituyeron las muestras a un 12 % de sélidos totales,
El porcentaje de acidez titulable se cuantifico con HCI al 0.1N (Merck) y fenolftaleina (Merck) como
indicador.
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3.4 Curvas de solubilidad de las proteinas en funcién de! pH.

La solubilidad de las proteinas se determiné de acuerdo a la estrategia propuesta por Popineau y
col. (1998). Se prepararon suspensiones de leche con un nivel de proteina del 1%. (p/v). En un
volumen de 30 ml de disolvente (agua desionizada pH 7.0.) se ajusto a diferentes valores de pH
(2,4,6,8 y 10) con HCI 0.1N (Merck) 6 NaOH 0.1N (Baker). El valor de pH se regisiré con un
potenciémetro marca Beckman, modelo ¢ 34 (Alemania). Las suspensiones se agitaron orbitalmente
a 120 rpm durante 30 minutos. Se ajustd de nuevo el pH, se aforé y se agitd nuevamente por 30
minutos (agitador orbital New Brunswick, Inglaterra). Posteriormente se centrifugé la suspension a
10,000 r.p.m por 30 minutos a 4°C, en una centrifuga Beckman J2-MC.

3.4.1 Determinacion de proteina soluble

Después de centrifugar, se tomé un mililitro del sobrenadante y se cuantifico la proteina soluble de
todas las muestras por el método de Lowry-SDS (Peterson, 1977). Se utilizd albumina sérica bovina
(1.0 mg/ml) para realizar la curva patron. Las determinaciones fueron por triplicado y los resultados
se analizaron con el programa estadistico Statistics Program for Social Sciences version 8.0.

3.5 Método de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

El sobrenadante obtenido de todas las muestras se concentré mediante la precipitacion con acido
tricloro acético al 50% en una relacion 1: 2, se dejo reposar por 24 hrs a 4°C. Posteriormente el
precipitado se lavd con acetona para quitar el exceso del acido tricloroacético y se resuspendieron
en un volumen conocido de agua desionizada, de acuerdo al porcentaje de proteina soluble que
contenia cada muestra. Las muestras asi tratadas fueron sometidas a electroforesis en gel.

La elaboracién de geles de poliacrilamida se llevd a cabo de acuerdo al método de Laemmli- SDS
(1970) en la camara HOEFER. SE 600 SERIES ELECTROPHORESIS UNIT. USA. El pH del
sistema se amortigud con buffer 0.025 M Tris a pH 6.8. E! gel concentrador se hizo al 10% de
acrilamida y pH 8.8. Para el gel separador se empleé acrilamida al 16% y pH 8.8. Para correr la
electroforesis se aplico un voltaje de 250 watts, 360 mA y 80 volts, por tres horas y media.
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Los geles se tifieron con una solucion al 20% de azul de Coomassie por tres horas y posteriormente
se destifieron con una solucién de acido acético glacial y metanol en una relacion 7:3 en un litro.

3.6 Anadlisis molecular

Se obtuvo la imagen de cada gel mediante el densitometro Fluorst GS 700 (Bio Rad Laboratories,
E.U.). La determinacion de los pesos moleculares y la concentracién de cada banda se obtuvieron
al extrapolar los pesos y concentraciones de los estandar de pesos moleculares de alto y bajo rango
(marca Bio rad.), mediante el software Quantity One, Bio Rad (EU). ‘
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Resultados y Discusion
———————————————————————————————————————————————

4.0 Resultados y Discusion

Con la finalidad de conocer la composicion proximal y, en particular, el contenido de proteina, se
caracterizaron quimicamente las muestras de aislados proteicos, de leches enteras y las problema.
Los resultados proporcionaron elementos para establecer su composicion e identidad con respecto a
la designacion de formula lactea o leche en polvo. Para poder evaluar los resultados de las leches
enteras de referencia y muestras problema se tomaron como referencia los valores establecidos en
la Norma Oficial Mexicana para leche en polvo NMX F 026 1997 SCFi y el proyecto de norma
PRY-NOM-155-SCF1-2001, asi como lo que reporta el exportador o la etiqueta. En el caso de los
aislados proteicos comerciales los valores obtenidos del quimico proximal solo se compararon con lo
que reporta el proveedor y/o la etiqueta. Los resultados se muestran en el cuadro 15. En las
muestras problema se aprecian valores superiores a los indicados en la norma. Las diferencias en
composicion quimica y la determinacion de solubilidad se deben a la presencia de compuestos que
inciden en las propiedades funcionales (indicadores de las condiciones del proceso de secado de la
leche en polvo (Alais,1990). Estas pueden resultar en alteraciones del comportamiento reologico
(viscosidad) y de algunas caracteristicas fisicoquimicas (pH y acido lactico) ( Bikker et al 2000,
Nungaray, 2001), que se analizan mas adelante.

A continuacion se presenta un analisis mas detallado para cada parametro evaluado y se sefialan
las diferencias estadisticamente significativas. El analisis estadistico para evaluar la calidad de las
repeticiones se baso en pruebas de Fisher, las cuales se realizaron a un nivel de significancia del
95%. Se debe aclarar que no se presentaron diferencias significativas entre el nomero de
repeticiones, lo cual quiere decir que el nimero de mediciones fue el adecuado para obtener las
conclusiones. Para evitar que la humedad enmascarase las diferencias entre los contenidos de los
demas compuesto, se reporta el analisis quimico proximal en base seca, y al contar con las
mediciones de la misma, se decidi6 analizarla por separado.
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Cuadro 15 Analisis Quimico proximal de muestras de aislados proteicos muestras de
referencia y muestras problema (Reporte en base seca)

Muestras . . *Cenizas :a .
' ‘ % Totales % .
Caseina 254.+ 018 0.00 96.45 £ 0.78 0.93 + 0.00

uérode leche

Caseinato de sodio 5.54 3;A 0.13 1.09 + 0.00 87.69 + 1.06 5. 14 + 015

Caseinalo de'calcio | 11

Leche Comercial 6.89 £0.54 265 + 0.00 27.07 £0.25 63.40 + 0.38

01

Pt el

721i010 104iOOO 7 7267 + 0.28 1839i000

7.67x 0.05 1.51+ 0.00 33.91 * 0.00

La NMX F 026 1997 SCF! especifica los siguientes paradmetros para leche en polvo: Humedad 4% max, Proteina 3.4%
min, Grasa butirica en leche entera 2.6% min, leche parciaimente descremada inferior a 2.6% y para leche descremada
un maximo de 1.5%. parcialmente descremada y descremada 1.5% min. Cenizas de acuerdo al CODEX STAN207-
1998, especifica para leche entera 6%, parcialmente descremada 7%, y descremada 8%, con fines de importacion, Los

carbohidratos totales se presentan en base seca. Se presenta el promedio de seis repeficiones y su desviacién
estandar.
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4.1 Composicién de las muestras

4.1.1 Contenido de humedad

Las muestras proporcionadas por la Administracion Central de Aduanas, asi como la leche comercial
Nido, superan lo establecido por la norma mexicana, que permite un valor maximo de 4% de
humedad. Los resultados son heterogéneos (ver anexo 1, cuadro 1), lo que indica diferencias en la
manipulacion y procesamiento de las muestras, no necesariamente acordes a los criterios
establecidos en las buenas practicas de manufactura en las diversas etapas de secado, transporte y
almacenamiento. El contenido de humedad, es decir, del agua libre, afecta negativamente la
estabilidad durante el almacenamiento asi como las propiedades fisicas de la leche en polvo. La
cantidad de agua se regula en el proceso de atomizacion y mediante las condiciones de secado,
pero también depende de las caracteristicas del concenirado (Spreer, 1991). El incremento de
humedad genera cambios en la solubilidad y puede desencadenar reacciones de Maillard debido a
las interacciones entre las proteinas y la lactosa, que a su vez favorecen reacciones de oxidacion y
reacciones enzimaticas (Fenemma,1997), cambios en la percepcion del sabor y en otras

propiedades fisicas, lo que reduce la funcionalidad y vida de anaquel (Spreer, 1991), por posible
deterioro microbiologico.

4.1.2 Determinacion de cenizas

La composicion de las sales se ve modificada por factores tales como Ia alimentacion del animal, el
tiempo de lactacién y enfermedades presentes en la vaca (mastitis). Ademas, durante la incineracién
se producen pérdidas y cambios de estado de muchos minerales, como los cloruros alcalinos, que
son parciaimente volatiles. El valor de este parametro no se encuentra estipulado en la norma
mexicana (NMX F 026 1997 SCFI) ni en el proyecto de norma oficial. Sin embargo, el CODEX
STAN207-1999 establece un intervalo de 5.5 - 6.0 % de cenizas totales para leche entera en polvo y
de 6-9% para leche descremada en polvo con fines de importacion. De acuerdo con la prueba de
rango multiple de Duncan (ver anexo I, cuadro 2), se agruparon solo dos conjuntos de muestras
problema. En el primero se encuentra F-41, F-42, y el en segundo F-43 y F-44, cuyos valores de
acuerdo al CODEX STAN207-1999 corresponden a leche descremada.
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El resto de las muestras problema (F-38, F-39, F-40) no se agrupé pues existian diferencias
significativas en los niveles de cenizas detectados. Sin embargo los valores mostrados también
corresponden a la denominacion de leche descremada de acuerdo al CODEX STAN207-1999. Los
aislados proteicos cumplen con lo que especifica el proveedor en la etiqueta. Las leches enteras
tienen valores correspondientes a leche descremada, por que superan lo establecido por el CODEX,
si la denominacion de la etiqueta (leche comercial) y origen (leche de vaca liofilizada) es de leche
entera. Elincremento en este valor indica un alto contenido de minerales, que pudiera resultar de la
adicion de caseinatos ya sea de sodio, calcio 0 mezclas de éstos; de la adicion de fosfatos como
agentes estabilizantes, asi como de la fortificacion de la leche en polvo por calcio o algin otro
mineral con el fin de mejorar la calidad nutrimental (Early,1999). -

4.1.3 Determinacion de grasa

La norma mexicana y el proyecto de norma oficial sefialan que debe existir un contenido minimo de
grasa en leche entera del 2.6%, en leche parcialmente descremada debe ser inferior a 2.6% y para
leche descremada un maximo de 1.5%. Esta norma incluye también a las denominadas formulas
lacteas, para las que establece que la adicién de grasa vegetal o butirica debe ser de 3% como

minimo para leche entera, un maximo de 2.8% para leche parcialmente descremada y un maximo de
0.5% para leche descremada.

Las muestras analizadas se agruparon en dos conjuntos, de acuerdo a la prueba de rango muitiple
de Duncan {ver anexo 1, cuadro 2). En el primero se encuentran caseinato de sodio, WPC y F-38.
El segundo agrupa a caseinato de calcio, F-40 y F-41. En ambos grupos las muestras problema
tienen valores correspondientes a leche descremada. Las restantes muestras problema (F-39,F-42,
F-43 y F-44) no se agruparon, debido a que existian diferencias altamente significativas entre los
valores obtenidos. Ademas de que en las muestras F-42 y F-44 el origen de la grasa es aceite
vegetal y aceite parcialmente hidrogenado respectivamente, de acuerdo a la Administracion Central
de Aduanas. En el caso de la muestra F-43 no se especifica el origen de la grasa y el valor
obtenido es superior a lo que especifica la norma tanto para leche en polvo, como para férmula
lactea. Elvalor de la muestra F-39 corresponde a leche parcialmente descremada.
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La determinacion de grasa presenta problemas pues la mayor parte de la misma esta contenida
entre las particulas del polvo, mientras una fraccidn se encuentra como grasa libre en la superficie
de las mismas. Esto tiene influencia directa con el proceso de oxidacion, la que se puede favorecer
en presencia de oxigeno, humedad, metales pesados y la ausencia de agentes antioxidantes
{Fenemma, 1997, Amiot, 1994). El porcentaje de humedad que tienen la mayoria de las muestras
problema favorece estas reacciones. Al mismo tiempo, se sabe que la grasa reduce la flotabilidad y
humectabilidad de la leche en polvo, lo que sucede en las muestras problema. La observacion
anterior se refuerza con el hecho de que en las muestras F-43 y F-44 se percibe un ligero aroma y
sabor a rancio, lo quey no coincide con el sabor tipico de la leche en polvo, que es ligeramente dulce
y no debe ser perceptible ninglin sabor rancio ni desarrollarse ningin otro aroma (Alais, 1990).

4.1.4 Determinacion de proteina

La norma oficial establece para leche fluida un porcentaje minimo de proteina del 2.9%. Se
considera que un alto contenido proteico es indicador de calidad de la leche para consumo humano.
Para toda denominacion de leche en polvo eslablece un minimo de 3.4%. Sin embargo la
denominacion de formula lactea establece un minimo de 2.2% de proteina, designacién a la que
corresponden las muestras problema. i T s ;

La leche bronca deshidratada cumple con la especificacion de la norma para leche fluida, de
acuerdo a la prueba de rango miltiple de Duncan (ver anexo I, cuadro 2): sélo agrupa a leche

bronca y tres muestras problema (F-40, F-41, F-42) de las cuales presentaron valores inferiores a lo
que se establece para leche en polvo. Las restantes muestras problema (F-38, F-39, F-43 y F-44)
no se agruparon pues existian diferencias altamente significativas en los niveles de proteinas
detectados. Esto podria indicar que las muestras fueron enriquecidas con fracciones proteicas y/o
son concentrados de proteina, ya que valores maximos de proteina detectados en leches de vaca de
diferentes paises no excede del 4.0% de proteina (Hussein et af 1999). La leche en polvo comercial
presenta valores correspondientes a una formula lactea, ya que el porcentaje de proteina es inferior
al 3.4% para leche en polvo, mientras que la leche bronca liofilizada cumple con los valores
establecidos en la norma para leche en polvo. Las muestras de aislados proteicos tienen valores
altos de proteina, que concuerdan con lo que reporta el proveedor.
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4.1.5 Determinacion de carbohidratos

Con la finalidad de confirmar que las muestras problema y las leches de referencia cumplieran con el
porcentaje establecido de solidos no grasos establecidos por la normatividad, se cuantificaron los
carbohidratos totales por el método de fenol sulfdrico (Dubois, et al 1956), y los azdcares reductores
por el método DNS (Miller, 1959) para descartar un exceso de lactosa, principal componente de los
solidos no grasos de la leche. Los aziicares no reductores se obtuvieron por diferencia, debido a la
sospecha de [a presencia de sacarosa y de otros carbohidratos mas complejos, como las dextrinas,

en las muestras problemas. Los resultados se presentan en el cuadro 16.

Cuadro 16. Determinaciones de Carbohidratos Totales y Reductores

Muestra Carbohidratos Azucares
totales % Reductores %
Caselna \ 0.93 + 0.01 ] 0.1+ 0.01 i
Caseinato de sodio ! 514 + 001 l 0.1+ 0.01 I
Caseinato de calcio ] 11.97 + 0.01 ] 0.3+ 0.01 J
Suero de leche } 7932 + 0.05 ,,MJ_ 575+ 0.23 J
W p femsos | mesowm
Leche comercial 4 624 + 038 1 49.99 x 0.70 J
Leche bronca j 53.06 + 0.50 ] 51.15 £ 0.16 |
F-38 1 4865 + 0.16 i 30.90 + 0.57 |
F-39 31.91 £+ 0.00 | 2150041 J
F-40 | 54.66 + 0.05 ! 48102023
Mo Emron | emeom |
o Fa 53.55 + 0.38 | 50.20 + 0.69 J
F-43 4266 + 0.20 } 30.10 + 0.49 [
- Fa4 T aseas 025 j | stassom |
La norma (NMX F 026 1997 SCFI) se refiere al valor cuantificado de Solidos no grasos, (lactosa)

como carbohidralos tolales, en este cuadro se presenta ambos valores de cada muestra, asi
como el promedio de seis repeticiones y su desviacion estandar.
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Los valores de carbohidratos totales para los aislados proteicos comerciales corresponden a lo que
especifica el proveedor. Los caseinatos tienen una menor cantidad de carbohidratos totales lo que
impide su aglomeracion, ya que éstos promueven la unién entre las proteinas (Varnam y
Sutherland,1994), en comparacion con el suero de leche y el WPC, donde la laclosa esta contenida
en la fraccién del suero de leche.

Enel caso del casemato de calmo el valor de aztcares reductores ( 0.3%) no corresponde a lo que
g fespecnf' ca el proveedor ya que es inferior a los carbohidratos lotales. De acuerdo a la informacion
' bnndada por el proveedor durante el proceso de elaboracion de sus productos (caseinatos,
L caselnas suero ‘de leche, leche en polvo y WPC) se adlcmnan dextrinas, por lo que la diferencia se

atnbuye a éslas. En la industria es una practica comun agregar azucares méas complejos, a los

productos lacteos (inclusive leche en polvo) con la finalidad ‘de aumentar su volumen, mejorar la
“ viscosidad, promover la textura, conservar los aromas y/o como vehiculo en la adicion de vitaminas

que se han perdido durante el proceso de secado o blen para ayudar al secado por aspersion
(Fenema, 1897).

Para las leches enteras, los carbohidratos totales se especifican en la norma oficial mexicana (NMX
F 026 1997 SCFl y el proyecto de norma PRY-NOM-155-SCF1-2001), como solidos no grasos
(lactosa) de la leche, en donde para leche entera en polvo y parcialmente descremada se propone
un maximo de 5.0%, mientras que para leche descremada y semi descremada, un maximo de 6%.
En las muestras de referencia de leches enteras, los carbohidratos totales de la leche bronca
deshidratada y la leche comercial presentaron valores diferentes a los que se esperaba ( 9% mas la
leche comercial), incluso es mayor el porcentaje en relacién con las deméas muestras problema, ya
que se suponia que cumplieran con la composicion teérica de leches enteras. La leche bronca sélo
se liofilizo, pero en el caso de la leche comercial entera analizada existe la posibilidad de que en
virtud de que va dirigida a un sector especifico (infantil) haya sido adicionada de carbohidratos no
reductores (sacarosa o dexirinas) para satisfacer la demanda de sabor dulce por este sector y/o
promover el proceso de secado.
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Los valores de carbohidratos totales de las muestras problema entran en la denominacion de leche
parcialmente descremada y descremada, sin embargo el contenido de lactosa es inferior a lo que
especifica la normatividad y la bibliografia (Nobel, P, 1999), por lo que la diferencia podria ser por la
presencia de dextrinas con la finalidad de ajustar los carbohidratos totales.

La normatividad no permite la presencia de dextrinas en la denominacion de leche en polvo, por o
que los valores obtenidos de solidos no grasos (lactosa) aunque sean cercanos a lo que especifica
- "“la norma para este parametro, no permiten cumplir con la denominacion de leche en polvo. Los

" contenidos de proteina y grasa indican que estas muestras no son leche entera, sino formula lactea.

La prueba de rango multiple de Duncan no agrupa a ninguna muestra, al existir diferencias
altamente significativas entre los valores obtenidos, méas no entre las repeticiones. Para determinar
la cantidad y tipo de dextrina se recomienda utilizar cromatografia de alta resolucion, con estandares
puros de dextrinas.

4.2 Caracteristicas fisicoquimicas

4.2.1. Determinacion de pH

En el cuadro 17 se presentan los valores obtenidos de pH para todas las muestras. La NMX-F-026-
1997-SCFl y el proyecto de norma permiten un intervalo de pH de 6.0 a 6.6 para cualquier tipo de
leche (excepto leches acidificadas y fermentadas) para consumo humano. La importancia de
mantener este parametro dentro de los limites marcados por la normatividad radica en los efectos
que origina en la vida de anaquel de la leche en polvo, ya que su estabilidad depende de las cargas
eléctricas y de su grado de hidratacion de las micelas de las caseinas. Por lo tanto, 1a adicion de
agentes estabilizantes esta permitida para retrasar la coagulacion de la leche en polvo por accién del
calor. Generalmente se agregan fosfato disédico, citrato sodico y cloruro calcico, que actitan como
anféteros y tienen como efecto aumentar la estabilidad de las micelas de las proteinas, aunque a su
vez madifican el pH, lo que influye en el equilibrio entre las dos fases: un descenso disminuye la
cantidad de fosfato célcico coloidal hasta su desaparicion, a un pH alrededor de 5.9, mientras que un
incremento de pH aumenta la fase soluble (Amiot, 1994, Diario Oficial de la Federacion, 14/nov/
2001).
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Las muestras analizadas de leches enteras y las muestras problema (F-38,F-39, F-40,F-42 y F-44)
registraron valores de pH dentro de la normatividad. Sin embargo dos muestras problema (F-41y F-
43) superan ligeramente el intervalo establecido por la norma. Los aislados proteicos cumplen con

lo que estipula el proveedor

Cuadro 17. Caracterizacion fisicoquimica de muestras de aislados proteicos,
muestras de referencia y muestras problema

IRIB T AT

Leche Comercial 603+ 0.58  0.17+ 0.08 76 cP+ 0.22

F-39 6.53+ 0.51 0.26+ 0.08 106 cP+ 0.41

A B Qi
6.63+ 0.40 0.23+ 0.08

0.25+ 0.08 109 cP+ 0.16

La NMX F 026 1997 SCF! y el proyecto de norma especifican los siguientes parametros para
leche enlera en polvo: pH 6.2 méx, Acido tactico 1.3 - 1.7 maximo. La viscosidad no se
encuentra en la normatividad, se determino con la finalidad de conocer su comportamiento
reologico (Nungaray, 2001). Las muestras se reconstituyeron a un 12% de solidos totales. Para
cada determinacion se presenta el promedio de seis repeliciones y su desviacion estandar.
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4.2.2 Determinacion de acido lactico

Para este parametro los valores de los aislados proteicos comerciales corresponden a lo que
especifica el proveedor, mientras que las leches enteras cumplen con lo que especifica ia norma.
Ninguna de las muestras problema cumple con lo que especifica la norma para leche en polvo, por lo
que estas muestras podrian tener algun deterioro microbiologico, puesto que el incremento de acido
lactico es favorecido por la humedad, al desarrollar microorganismos que hidrolizan la lactosa, en
galactosa y glucosa. (Noble P, 1999).

4.2.3 Determinacion de viscosidad

Se empled la técnica recomendada por Nungaray ( 2001) para determinar adulteracién en leche
fluida, por lo que las muestras tuvieron que ser hidratadas a ajustar un 12% de sdlidos y en
condiciones de temperatura de 4°C. Los aislados proteicos, como la caseina y los caseinatos
tuvieron diferencia de 1cP entre ellos. El caseinato de sodio es ligeramente menos viscoso que el
caseinato de calcio, lo que se atribuye a los grupos fosfato y calcio que estan presentes en solucion
(Early, 1999). La diferencia entre EI WPC y suero de leche es del 4%, este Ultimo presenta el mayor
valor, debido a la lactosa que ofrece mayor resistencia a fluir junto con los minerales del suero de
leche. EI WPC, al ser un concentrado, exento de lactosa y minerales es menos viscoso: para su
obtencion se concentra hasta un 75% en proteinas del suero, en comparacién con el suero de leche
(32%). Entre las leches enteras de referencia, la leche comercial en polvo result ser mas viscosa
que la leche bronca. Probablemente esto se debio a la presencia de carbohidratos en la primera,
que presentan mas resistencia al fluir. En el caso de las muestras problema, todas presentaron
valores diferentes, de acuerdo a Nungaray, 2001, las muestras F-38, F-40 y F-41 se encuentran en
el intervalo para leche en polvo descremada mientras las muestras restantes sobrepasan los
valores establecidos para leche en polvo. Cuando se analizan leches en polvo se deben considerar
los factores que influyen en la determinacion de viscosidad, como son la temperatura del proceso, la
desnaturalizacion de proleinas, el enriquecimiento con fracciones proteicas o la adicion de
carbohidralos complejos, coma las dextrinas, puesto que a 4°C, Ia resistencia del flujo es mayor, lo
que favorecio el incremento de la viscosidad en estas muestras.
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4.3 Caracterizacion de las proteinas de la leche

4.3.1 Curvas de solubilidad

La curva de solubilidad en funcién del pH permite caracterizar el comportamiento de las proteinas,
con base en la carga que adquieren en solucion y suspension. También permite medir de manera
indirecta el grado de desnaturalizacion que presenten las proteinas, ya que el grado de insolubilidad
esta directémente relacionado con el grado de desnaturalizacion que se pudo efectuar en las

' p(oteinas_ cqr'rio rejsqltado de los procesos de pasteurizacién y/o secado (Fennema, 1997).

2. Se obsen)an dos graficas; en la primera se presenta el comportamiento del porcentaje de
- solubilizacion de la proteina de los de aislados proteicos {caseina, caseinato de sodio y caseinato de

calcio, suero de leche y WPC) y las muestras de leche entera (leche comercial y leche bronca
deshidratada), en la segunda grafica, se presentan las muestras problema, junto con la leche bronca
deshidratada, para comparar su comportamiento en funcion del pH. Para cada muestra se realizd
un cuadro que pretende simplificar los resultados obtenidos del promedio y desviacion estandar de
seis determinaciones del porcentaje de solubilizacién de la proteina en funcidn del pH, asi como las
bandas presentes‘ en el perfil electroforético de acuerdo al pH, en el que se resaltan las proteinas
caracteristicas de una leche entera.
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4.3.2 Anidlisis de solubilidad y perfil electroforético de muestras de aislados
proteicos

4.3.2..1. Analisis de solubilidad y perfil electroforético de caseina

En el cuadro 18 se observan los resultados del porcentaje de solubilizacion de la caseina, en la
figura 4 se presenta el perfil electroforético de la caseina adiferentes pH. Las diferencias en el
porcentaje de solubilizacién de la caseina en los pH analizados se debieron al contenido de calcio
_presente en solucién asociado a las micelas de caseina (Varnam y Sutherland,1994). Un
: "mcremento en eI contenldo de calc1o se debe a la ruptura de las caseinas a y B, pues cesa la
repulsmn y llenden a agregarse y flocular a pH de 4.6, que es el punto isoeléctrico de esta fraccion

: ,protelca (Igarashl Y, 1999)." En el pH 2 el porcentaje de solubilizacion de la proteina es mayor

(6. 65%) con respecto al pH 4 (2.09%), en el cual la kappa caseina permanece en solucion, ya que

. contiene la mayor cantidad de fosfo-caseinato célcico, que permite estabilizar a la proteina a través

: de la carga (Ochirkhuyag. B,1998) y hacerla visible en el perfil electroforético. Ademas, se observa

.. una banda correspondiente a aso-caseina, cuyo punto isoeléctrico es de 5.1 (lgarashi Y, 1999).
En pH 4 el porcentaje de solubilizacion de la proteina disminuye, ya que la mayor parte de las .
fracciones de las caseinas se desestabilizan y tienden a precipitar a este pH (Igarashi Y, 1999). Sin
embargo, se esperaria encontrar en menor intensidad las mismas bandas que sek'pbser‘van apH2,
ya que estas fracciones (kappa caseina y ase-caseina) de la caseina son solubles ‘é pH acidos. El
no encontrarlas puede ser un problema de solubilizacion. En los restantes.pH‘s el porcentaje de
solubilizacion de la proteina incrementa con el pH, al comparar con el perfil electroforético en el pH6
sblo se observan dos bandas, aunque se esperaba visualizar un niimero-mayor. Esto pudiera
atribuirse a que el porcentaje de solubilizacion de Ia proteina es 40% menor qﬁe en los pH's 8y 10.
En el pH 8 si se observa el numero de bandas correspondientes a las fracciones de la caseina
(Ochirkhuyag. B8,1998), en tanto que a pH 10 no se observa Ia y—caseina (11 KDa), a pesar de tener
el mayor porcentaje de proteina soluble (74.54%) con respecto a los demas pH’s.
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Muchos autores consideran como insoluble a la caseina y su uso se destina principalmente a la
fortificacion de alimentos (Slattery et al 1998). Ochirkhuyag. B. (1998} fracciono las caseinas de la
leche de vaca, camello y bufalo mediante electroforesis en SDS y obtuvo los pesos moleculares y
porcentajes correspondientes, obtenidos en el presente estudio.

Cuadro 18 Perfi! electroforético y Solubilizacion para Caseina

*Proteina Total pH4 pHE pH8 pH 10
96.45%
l **% Solubilizacién 6.65 + 1.52 2.09+0.63 23.87+.96 | 75.90+ 1.12 63.35+ 1.02
de 1a proteina
I 2banda | | bandas | 5 bandas [~ 4bandas
****Andlisis x- caseina No se observan as2 ina | as2 ‘ as2caseina
electroforético 19 KDa bandas 25KDa 25KDa 25 KDa
aszcaseina B-caseina B -caseina B-caseina
22 KDa 24 KDa 24 KDa 24 KDa
l T as1 caseina asicaseina
i 23 KDa 23 KDa
S x- caseina x- caseina
19 KDa 19 KDa
[ o ) “ycaselna | o
11KDa

* Proteina total en base seca
**Porcentaje de solubilizacion esta dada por fa proteina soluble / g de proteina total
****Las fracciones de la caseina se resaitan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa

Perfil electroforético de Caseina en funcion del pH

Figura 4. Perfil electrofretico de caseina en funcion del pH. En los extremos se observan los marcadores de peso
molecular cuyos valores se reportan en KDa. Et ge! se realizo a un 16% de acrilamida.
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4.4.2 Analisis de solubilidad y perfil electroforético de caseinatos

Los caseinatos son derivados de las caseina. El proceso de obtencion es el mismo para ambos,
con la Unica variante de la adicion de diferente sal, cada una con diferente carga que le brinda
estabiliqad a las micelas de las caseinas (Walstra P, 1999). En losl cuadros 19 y 20 se observa el
porcentaje de solubilizacion para los caseinatos, cuyos porcentajes son diferente entre si, tanto a
pH’s basicos como acidos.

La solubilizacion del caseinato de sodio en los diferentes pH's es mayor en comparacion con el
caseinato de calcio, lo que pudiera deberse a la presencia de iones divalentes cargados
positivamente en el caseinato de calcio, que promueven la desestabilizacion de las micelas de la
proteina al dejar grupos fosfato expuestos, lo que provoca que se agreguen las proteinas y tienda a
disminuir la solubilizacion de las mismas e incremente el contenido de calcio soluble (Noble, 1999),
en comparacion con el caseinato de sodio, que es monovalente y no provoca que se agreguen las
proteinas (Keating, 1999). A partir del pH 6 en el caseinato de sodio toda la proteina se solubiliza,
mientras que en el caseinato de calcio en pH 10 se solubiliza toda Ia proteina.

A pH’s &cidos el porcentaje de solubilizacion del caseinato de calcio es mayor que el caseinato de
sodio, ya que el calcio, al estar en mayor proporcién que en el de sodio, permite estabilizar las
cargas de las fracciones de la caseina (k caseina y asO-caseina) solubles a pH's acidos, por lo que
se incrementa la solubilizacion de estas fracciones proteicas (lgarashi Y, 1999). La diferencia de
cargas entre los caseinalos se manifiesta en el perfil electroforético (figura 5), donde la preparacion
de caseinato de calcio presenta las bandas correspondientes a la caseina en los porcentajes
reportados, (Guacheron et al 2000), pero ademas se observan bandas de peso molecular alto en los
pH's 2, 4, 8 y 10, que pudieran deberse a la formacion de agregados que a pesar de la aplicacion
del SDS y p-mercaptoetanol, no pudieron separarce , incluso con la presencia de urea (Guzman et
al 2000) por lo que se alribuye la formacion de los mismos a los enlaces covalentes que se
encuentran en la proteina, que pfobablerﬁenle se formaron por accion del calor y/o del tratamiento
con alcali para la oblencién'de[ mismo caseinato. Sin embargo algunos autores (Ferreira B, 1999)
atribuyen la presenciei de égregados aiones divalentes como el calcio y el magnesio por efecto de la
carga que le atribuyeh a la proleina. En el caso del pH 8 se presentan tres bandas de peso
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molecular bajo, que se atribuyen a una proteolisis de la proteina a este pH (Jacoba M.S et al 2000).
Por lo que se recomienda hacer un ensayo con inhibidores de proteasa para confirmar los

resultados. En el caseinato de sodio se observan bandas de peso molecular bajo en comparacion

con el caseinato de calcio, bandas que acompaiian a las correspondientes caseinas (Guacheron et
al 2000}, principalmente en el pH 2 y 10. Estos resultados permiten afirmar que es posible distinguir
entre los caseinatos de sodio y calcio por la determinacién de diferencias en porcentaje de

‘ solubilidad y por el perfil electroforético, en el que se aprecian diferencias en los estados de

agregacion.

Cuadro 19 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para Caseinato de Sodio

Proteina total
87.69%

|

pH 2 , pH 4 i pH6

pH 8 l pH 10

PhSolubilizacion
de proteina

58.16+1.30 J 10.45+ 1.12 l 73.64+0.97

[ 85.83+ 0.96 [ 65.12+0.68

[ l 6 bandas {- 3 bandas l 6 bandas 7 bandas r 7 bandas

( 29.89 KDa [ 29.26 KDa ! 29,60 KDa 30.34 KDa ‘ 31.69 KDa

ot i 26.28 KDa E 26.07 Kda }r 26,68 KDa ] 26.28 KDa [ 28.69 KDa
[m&‘s}_c_é;e_iriévh | ascaseina ] _mﬁ_-cé's_eqifa”-l“hotsqoé—a?e-iﬁna' " Tascaseina

2300KDa | 2372KDa | 24.64KDa 2211KDa | 23.64KDa

[ asgaseina : ; 16.69 kDa [ 16.94 KDa { Asocasera

| e | | nokon | tseskos | el

tr V_Cas;;a"”:r [ Yiaseina i 13.90 KDa 18.90 KDa
| e e [

*Proteina total en base seca

**Porcentaje de solubilizacion esta dada por la proteina soluble / g de proteina total.

=**Las fracciones de Ia caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Cuadro 20 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para Caseinato de Calcio

l *Proteina total ’ pH2 ' pH4 T pH10

77.31% J 5
I *9,Solubilizacion r211+1 .22 I 12.00+.99 [33 55+.87 [3811+056 { 59.55+0.48
i

de la proteina

| [T4bandas | Sbandas | 2bandas | 9bandas | 5 bandas
**Anilisis 85.56 KDa 86.05 KDa | as2caseina 89.51 KDa 99.20 KDa
electroforético 25.03 KDa
66.97 KDa 62.95 KDa B-caseina 66.81 KDa 62.41 KDa
24,50 KDa
as2-caseina | acscaseina 26.97 KDa 55.80 KDa
25,37 KDa 25.10 KDa
B-caseina B-caseina { p-caseina | 26.90 KDa
24.36 KDa 24,34 KDa 24.51 KDa
’ asicaseina oasg-caseina | B-caseina
23.64 KDa 22.42 KDa 24,98 KDa
l R [ 21.57 KDa r
| 15.74KDa |
[ 12.99 KDa
y-caseina
ARE KDa

" *Proteina total en base seca.
**Parcentaje de solubilizacidn esta dada por la proteina soluble / g de proteina total .
***Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Perfil electroforetico de Caseinato de sodio y Caseinato de calcio

La figura de la izquierda corresponde al perfil electroforetico del caseinato de calcio, la figura de la derecha al caseinato de sodio, ambos en funcién def pH. En los extremos se
observan los marcadores de peso molecular, los geles se reafizarona un 16% de acrilamida. La diferencia entre ambos son las bandas de alto peso molecular que en el caseinato
de sodio estan ausentes.
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4.2.3 Andlisis de solubilidad y perfil electroforético de suero de leche y WPC

En los cuadros 21 y 22 se presentan los porcentajes de solubilizacion de la proteina para los
aislados proteicos restantes (suero de leche y WPC) en funcion del pH. El comportamiento del
porcentaje de solubilizacion de las muestras en funcién del pH, es diferente en ambas muestras
debido a que el suero de leche es menos soluble que el WPC. Esto se debe a que el porcentaje de
solidos es mayor en el primero, ya que contiene lactosa y otros minerales que contribuyen a que el
porcentaje de solubilidad sea menor en comparacson con el WPC el cual es un concenlrado (Noble,
1999) que carece de carbohidratos. . En general a mayor cantldad de extracto seco se obtienen
polvos mas solubles, |gualmenle por el |ncremént e”n eI contemdo de sales presentes en estos
productos, lo que a nivel lnduslnal lo' hace multi

-funmonale ; en‘ Ia elaboramén de pan, helado,

queso fundido, charcuterla y. rellenos de c cad y de ollo :Tamblén ‘se utilizan en

muchos alimentos no normallzados como caramelos ul ces pasteles e otros {Keating, 1999).

- # El incremento en la solubilizacion de la proteina fue proporcional aI/pH, ya dﬁé apH 10el 60%dela
' broteina del suero de leche y WPC se solubilizé. Esto se atribuye al baj'd grado de desnaturalizacion
profeica, ya que ambos se procesan por ultra-filtracion y secado por aspersion, lo que reduce la
posibilidad del dafio molecular, aunado al bajo contenido de lipidos. Estés condiciones favorecen
que los iones disociados se liguen a la molécula proteica e incrementen ast la afinidad por el agua y
por consiguiente, la solubilizacion de la proteina (Walstra P, 1999). En investigaciones recientes esla
capacidad hidrofilica se ha asociado a la B-lactoglobulina (Casper et al 1999), la que es soluble a
pH’s acidos, mientras que a pH basicos ( como 8 ) presenta una disminucion de la solubilizacion de
la proteina ( suero de leche), que se le atribuye a la B-lactoglobulina (Jacoba et al, 2000).

En el perfil electroforético del WPC ( figura 6) se observan trés fracciones proteicas principales:
seroalbimina, B-lactoglobulina, a-lactoglobulina, correspondientes alv concentrado de suero. Se
encuentran en la misma distribucidn en cada pH, lo que corresponde a estudios repodados por
Ochirkhuyag (1998). Se observaron bandas de bajo peso molecular, entre =~34-26 KDa, asi como
de alto peso molecular, = 90 y 60KDa, las cuales se encuentran en la leche bronca y4 en el suero de
leche en menor intensidad de las bandas. ’
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Por lo tanto, puede decirse que estas bandas corresponden a la fraccion del suero de leche, ya sean
inmunoglobulinas y/o fracciones de proteosas. A pH 2 aparece una banda de =160 KDa que pudiera
corresponder a alglin agregado.

El perfil electroforético del suero de leche (figura 6) muestra no sélo a las proteinas caracteristicas
del suero sino que, como se ha mencionado, las bandas se multiplican aparentemente por
fenémenos de agregacion. Estas proteinas’ del. suero-se definen claramente en el WPC y se
observan las bandas caracteristicas de sero-albliurhina,i B:lactoglobulina. a-lactoglobulina.

Cuadro 21 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacién para Suero de Leche

Proteina total l pH2 pH 4 | pH 6 r pH 8 l pH 10
11.33% o
I *#Solubilizacion [ 6,67 0.56 [ 10.16+ 0.98 [ 3.19+1.23 { 5.80% 1.17 ’ 5.70
de la proteina | . o
| | " 12bandas | 6bandas | 14bandas | 11bandas | & bandas
“*Analisis | 21712KDa [ 7154KDa | 17661KDa | 7892KDa | 72.41KDa
electroforético
} 171,53 KDa [ 59.13 KDa ] 119.66 KDa } 7483KDa | 58.16KDa
i
[ 1323 KDa [ 42.04KDa 10484KDa | 64.50KDa [ 4463KDa
If“ Tﬁ:{bTKBé“ {73482 KDa [ "77.38KDa ’ 57.42KDa [ 3487 KDa
i
[ 7965KDa ( 3002KDa [ 6154KDa ~ [ 4536KDa | alaciogiobulia.
[T 69.00KDa [ alactoaibimina, |' ‘5737KDa 7186 KDa ll -
i 14.70 KDa
- 7T ITTs6.18KDa | ] T[T 45.40KDa [ 37.44KDa
7 4547kDa | [ T4188'KDa ";’“30,‘1’6?55‘— ]
‘ [T a0sTKos | U] 3asKoa | 28EdAKDa [ -
[ T3437KDa f { 36.59 KDa [’ 27.98 KDa !
T T730.10K0a | TrTT3273Kba [ o lactoalblimina | :
L | | | 1446kDa |
’ a-lactoalbimina. | [ 30.12KDa ] T !
! | 424KDa | i i !
i T [2798KDa | ! i
: | -lactoalbimina | !
l 1448KDa |

" *Proteina folal en base seca. T T
**Porcentaje de solubilizacién esta dada por la proteina soluble / g de proteina total .
***Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Cuadro 22 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para WPC

‘Prt;tzeien;n}otal [ pH 2 \ pH4 l pH6 l pHS8 r pH 10
o (]
[ **%,Solubilizacién r 48.00 ‘ 30.00 [ 39.2 l 413 ‘ 64.6
de la proteina
| T T 9bandas | 9bandas | 8 bandas 9bandas | 9bandas
= Analisis [ 168.44KDa | 96.43KDa l 149.94KDa | 155.49 KDa r 180.82 KDa
electroforético
| 91.44 KDa ( 71.58 KDa | 91.06 KDa i 91.38 KDa [ 92.13 KDa
‘ 71.65KDa ( " TASB “‘T 70.14 KDa l 70.39 KDa [ 70.55 KDa
69.20 KDa _
ASB 40.92 KDa ASB ASB ASB
l 69.78 KDa ! { 69.55 KDa ! 69.36 KDa 69.32 KDa
| 33.18KDa I‘ "33.82KDa [ 32.91 KDa l 32.50 KDa | 58.02 KDa
[ 30.00 KDa } 32.03 KDa ] 30.13KDa | 29.45 KDa r 32.62 KDa
) 28.08 KDa ’ 28.96 KDa [ 27.74 KDa | 27.22 KDa (' 29.37 KDa
B-lactoglobulina, | B-Lactogiobuli B-lactoglobufi B-lactoglobull 27.44 KDa
18.78 KDa | 18.32 KDa 18.64 KDa 18.65 KDa I Biscingiatai-
[ i 18.98KDa
{actoalbumi a-l tbami a lactoalbu al {bumi alactoalbimin
r14.1s KDa 14.67KDa l 14.47 KDa ‘ 14.25KDa a14.36 KDa

*Proteina total en base seca.
“*Porcentaje de solubilizacion esta dada por {a proteina soluble / g de proteina total .
***Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Ffigura 6. A la izquierda comresponde el perfil electroforético de WPC, a la derecha corresponde al Suero de leche, ambos en funcidn del pH, en los extremos se observan los
marcadores de peso molecular, la concentracion de acrilamida fue al 16%. Et perfil del suero de leche se observa un mayor numero de bandas que pertenecen a las
fracciones de proteosas y/o inmunoglobutinas, ya que este no es un concenirado como lo es e WPC.
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4.24 Analisis de solubilidad, solubilizaciéon y perfil electroforético de leches
enteras de referencia

Los resultados obtenidos de la determinacion del porcentaje de solubilizacion de la proteina, asi
como en los cuadros 23 y 24, se presentan las bandas obtenidas del perfil electroforético (figura 7),
para las muestras de referencia de leches enteras; leche bronca deshidratada y leche comercia en
funcién del pH. Ambas muestras presentan un comportamiento distinto en el porcentaje de

- solubilizacion (cuadro 22 y 23) ya que es mas soluble la proteina de la leche bronca liofilizada en
comparacion con la leche comercial, lo que podria deberse al tratamiento térmico de pasteurizacion
‘ylo al proceso de secado de la leche en polvo (de acuerdo a la temperaturas y tiempo empleado).
Témbién es necesario considerar que la leche comercial empleada va dirigida a un sector especifico
(infantil) , por lo que, el enriquecimiento por carbohidratos (63.79%) y vitaminas es un factor decisivo
en la solubilizacién de la proteina y el producto como tal (Walstra P, 1999).

En la leche bronca liofilizada el porcentaje de solubilizacion es directamente proporcional al pH, a
excepcion del pH 6 el cual presenta el mayor porcentaje de solubilizacion (38.32%) debido a que
todas las proteinas de la leche son solubles a este pH (Walstra P, 1999). En el caso del pH 8 la
solubilizacion de la proteina disminuye, lo mismo ocurre con algunas muestras problema (F-40, F-
41) debido a la formacion de dos complejos con la B-lactoglobulina y la k-caseina, asi como
interacciones entre la laclosa y los grupos amino de las proteinas, lo que hace que se agreguen y
descienda el porcentaje de solubilizacion de la proteina (Gaucheron et al 2000) en l1a leche bronca y
en muestras problema. Estudios realizados por Casper et al, 1999 y Jacoba et al, 2000 coinciden
con la formacién de complejos entre las fracciones de la caseina y proteinas del suero en leches de
bovines, por lo que el comportamiento se puede atribuir a la naturaleza de las proteinas.

El peril electroforético de la leche comercial (figura 7) difiere mucho con respecto al de la leche
bronca, lo que resulta exirafio pues se supone que se parte de " leche entera” en ambos casos. En
tanto, el de la leche bronca resultd ser el que presentd el mayor nimero de bandas
independientemente del pH de trabajo. Las bandas y las proporciones de las fracciones proteicas
presentes en la leche bronca (sero-albimina, asz-caseina, asi-caseina, aso-caseina k-caseina, p-

lactoglobulina, o-lactoalbumina, y y-caseina) corresponden a lo reportado por Ochirkhuyag (1998).
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En la leche bronca liofilizada se observo la B-caseina a pH 2, lo que pudiera deberse a la presencia
de grupos fosfatos ionizados en las demas condiciones probadas. Una banda correspondiente en
peso a la y-caseina se aobserva en todos los pH’s, lo que resulta extrafo puesto que esta fraccién se
encuentra dentro de la B-caseina y resulta de su rompimiento (Noble P, 1999). En pH 4 se
observaron las fracciones correspondientes a B-lactoglobulina y-caseina, las que al ser proteinas del
suero son solubles a pH &cido. La asi-caselna es una fraccién insensible a la precipitacion del

calcio, por lo que se observo la banda en cualquier condicidn. Las restantes a-caseinas no se

) observaron 'ya que son sensibles al calcio (Vamam,1994). Las bandas que van de 8.28 KDa a 55.91

KDa son fracciones de proteosa solubles a pH 4.6. En pH 6 se observan mas bandas, ya que a este
pH todas las proteinas de la leche son solubles y son las condiciones en que se encuentran

¥ normalmente. De acuerdo a lo reportado por Gaucheron et al 2000, a pH 8 se forman complejos

entre la B-lactoglobulina y la k-caselna, que genera la aparicién de agregados y tiende a disminuir el
porcentaje de solubilizacion de la proteina, al estar ausente la x caseina que es la que le brinda
estabilidad a las alfas caseinas, las que precipitan y, por lo tanto, no son observables a este pH
(Noble, 1999). CELE R ’

En la leche en poivo comercial se aprecia el mayor nimero de bandas (4) a pH 6 y dos de ellas
corresponden a la a-lactoalbimina y y-caseina, respeclivam‘enle, de acuerdo a lo que reporta
Ochirkhuyag (1998). Las dos bandas restantes tienen un peso molecular de 149.13KDa, misma que
se encontro presente en el WPC a pH 6 en el primer caso, mientras la segunda banda es de bajo
peso molecular, que podria provenir de fracciones de inmunoglobulinas cuyo peso molecular varia
entre 15 - 120 KDa y/o fracciones de proteosa que van de 30-60 KDa (Noble, 1999; Gaucheron et él
2000). En los pH's 2, 6, 8 y 10 se encontro la banda correspondiente a la fraccion de la a-

lactoalbumina y k-caseina; esta ultima no se observo a pH 2, a pesar de que esta fraccion proteica
es soluble a pH's acidos.
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El comportamiento de la preparacion comercial difiere claramente de la leche bronca. En su analisis
proximal, el porcentaje mayor corresponde a los carbohidratos (63.40%) y humedad (5.72%),
mientras que sélo el 27% corresponde a proteina en base seca. Por lo tanto, puede afirmarse que
esta leche comercial no se deberia de denominar leche en polvo sino formula lactea o preparacion
laclea, ya que en base a los porcentajes obtenidos en el analisis quimico proximal rebasa lo
especificado por 1a normatividad para leche entera en polvo.

Cuadro # 23. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para Leche comercial

PH 2 pH 4 F pH6 ’ pH8 | pH 10

| i

L 27.07% ;

0.0620.55 ff 425%1.04 I 367£0.09 | 7452065 r 7931023
[
!
t

[ *%Solubilizacio
n de la proteina

*Proteina total I
|

| 1 banda 2bandas | 4bandas | 2bandas | 2bandas

[_' “* Analisis A k-caseina | 149.13KDa x- caseina x- caseina
electroforético | lactoalbumina. : 19,74 KDa 19.48 KDa 19.81Kda

i 1446 KDa

;-. T T i a lactoalt i al I i al ',. i u=ﬂ“ L 'Iu.

| | 1472KDa | 14.58KDa | 14.57 KDa 14.14 Kda

o T y-caseina

! i 11.66 KDa

|

s 9.49 KDa
[ [ |
*Proteina total en base seca

**Porcentaje de solubilizacion esta dada por |a proteina soluble / g de proteina total x 100.
***Las fracciones de !a caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Cuadro 24 Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacién para Leche bronca

*Proteina total [ pH2 ! T pH4 r pHE ' pHS8 I pH10
34.66 % i |
“%Solubilizacién l" 20.3610.78 | 2257+ 0.83 I 38.32+ 1.25 ‘ 24.48% 0.92 | 2707+ 1.14
de la proteina i !
| | " 14bandas | 13bandas | 1i9bandas | 14bandas | 18bandas
"~ **Analisis ‘ 80.65KDa | 17356 KDa ‘ 170.63'KDa l 172,62 KDa rane KDa
electroforético ——— L _
I ABS 102,56 KDa [ 82.24 KDa 84.71 KDa 69.45KDa
69.24 KDa
| 67.00 KDa g 865.35 KDa | 69.57 KDa [ 72.74 KDa | 55.95 KDa
[ 31.74KDa | 6966 KDa [ 55.58 KDa [ 69.86 KDa | 44.21KDa
l 28.41 KDa ‘f 55.91 KDa | 48.40 KDa { 54.07 KDa | 33.69KDa
‘ as2caseina | 43.65KDa ! 3374KDa | 4536KDa | 29.50KDa
2536KD , 5 !

B T 1 ‘asicaseina | 39.06 KDa 29.27 KDa 32.39 KDa asicaseina
| 23.73KDa | 25.58 KDa
| x-caseina l' 33.07 KDa i as2caseina as2caseina asicaseina
| 19.23KDa 25.43 KDa 25.93KD 23.51 KDa
lB'Iactoglobulina. : as2caseina asicaseina | plactoglobulina | a-caseina

18.16 KDa L 25.01 KDA 23.37KDa | 18.66KDa 22.31 KDa
alactoalbumina | B-lactoglobulina F k-caseina | 13.36KDa f3-lactoglobulina
1441KDa | 1858KDa | 19.26 KDa l 18.93 KDa
I [ ycaseina | 1054KDa | aiactoaibimina ; 9.17KDa y-caseina
i 11.35KDa | 14.81KDa | 11.35 KDa
[ |r 997KDa | B828KDa | 1336KDa | 7.85KDa [ 980KDa
l |  872KDa | -.-.l, y-caseina | ‘ 8.60 KDa
) | ! 11.71KDa |
! :r |7 10,84 KDa f T[T 814KDa
c T - ©93KDa ;T i’" 791KDa
O B L
| ) T : [ 8.12KDa | ‘
5"“—’_" T [ 7.39KkDa [ i
“*Proleina total en base seca T T e e -

**Porcentaje de solubilizacion esta dada por 1a proteina soluble /proleina total x 100
**'Las fracciones de la caseina y suero de leche se resaltan con lelras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Perfil electroforético de Leche Bronca y Leche comercial
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Figura 7. A laizquierda se presenta el perfit electroforético de Leche bronca liofilizada en el laboratorio, a Ia derecha corresponde el de la Leche
Comercial, ambas en funcion del pH, en los extremos se observan los marcadores de peso molecular, la concentracion de acrilamida fue al 16%.

El perfil de 1a leche bronca presenta las bandas caracteristicas reprotadas por la bibliografia para una leche entera
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Perfil electroforético de leches Comerciales

Con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos de Ia leche comercial 1 y la leche bronca
liofilizada, se llevaron a cabo determinaciones de perfiles electroforéticos de leches en polvo
comerciales disponibles en tiendas de autoservicio, asi como de una sola leche fluida comercial, la
cual se liofilizd bajo las mismas condiciones de la leche bronca de referencia. Para estas muestras
solo se realizo la determinacion de nitroégeno total y carbohidratos totales para verificar el contenido
que especifica la etiqueta. Los resultados se presentan en la siguienie tabla.

Tabla de comparacion de leches comerciales

Muestra ! % Proteina total I % Carbohidratos totales J

; Etiqueta I Experimental | Etiqueta l Experimental l

Leche comercial 2 (Forti-leche)Ji 26.00 } 27.01+ 0.66 ] 39.00 ] 49.9+1.20 |

Leche comercial 3 (Alpura) | 26.00 ] 26.59+0.68 J 39.00 I 38.12+1.09 l

“Leche comercial 4 (Camation) | 26.4 | 27642063 ‘ 388 | 4930115 |
N !

Leche comercial 5 (Nan) | 114 ’ 11.96+0.70 | 57.9 J 57.02+1.10 !

JR— d

Leche comercial 6( Bio-nan) ; 12.5 | 13.10£0.68 J 58.6 ] 58.97+1.09 ]
e — e o JEOOO I R o3

“Leche fluida comercial (sza) 3000 ' 28.99+0.62 | 48.00 } 48.27+1.17 |
— J

Promedio de dos repeticiones en base himeda.

Los perfiles electroforéticos (figura 8 y 9) de estas muestras se llevaron a cabo con muestras
solubilizadas a pH 2, donde se observan solubles las proteinas del suero de leche y a pH 8, en el
que estan ausentes las caseinas en |a leche bronca deshidratada. Los resultados obtenidos en pH
2; reafirman los resultados de la primera leche comercial analizada, pues solo se observan las
cuatro bandas que se aprecian también en las leche comerciales 2y 4. A esto hay que agregar que
en estas dos muestras el porcentaje de proteina total determinado por el método de Kijeldahl es
ligeramente mayor con respecto a lo que declara la etiqueta y mucho menor a lo minimo
especificado en la NOM para leche en polvo (34%).
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El porcentaje de carbohidratos totales resuit6 ser un 10% mas de lo que declara la etiqueta. Aunado
a los argumentos anteriores, para estas leches comerciales la declaracion de la etiqueta
corresponderia a formula lactea.

En el caso de las leches en poivo comerciales 5y 6, el porcentaje de proteina total y carbohidratos
tolales obtenidos en el laboratoric son sirynkilares a lo que declara la etiqueta, mientras que el perfil
electrofético en las condiciones analizadas concherda con el perfil del WPC, por lo que la
declaracion de la etiqueta si corresponde'a férmula lactea. En el caso de la leche comercial 3, se
observa un numero mayor de bandas a pH 2 y 8, similar a la leche bronca, en menor intensidad, a
pesar de que se incremento la concentracién de proteina (650pg). A pH 2 se observan las proteinas
del suero y la x-caseina abtenidos en la leche bronca. Al igual que a pH 8, no se observan las
bandas correspondientes a las caseinas. En general el perfil electroforético se asemeja més a la
leche bronca, en comparacion con las demas muestras comerciales, en tanto que el porcentaje de
carbohidratos resulté ser menor de lo que declara la etiqueta. En la leche fluida comercial, la
canfidad de proteina determinada experimenialmente es ligeramente menor a la reportada en la
etiqueta. El perfil electroforético es similar a la leche en polvo comercial 1, pues solo se observan
cuatro bandas en los dos pH's (2y 8), correspondientes a las proteinas del suero y a la k caseina,
lo que difiere del comportamiento de la leche bronca. Estos resultados son inesperados si se
considera que esta leche fluida so6lo ha sufrido un proceso de pasteurizacién, un tratamiento térmico
que produce cambios minimos, en la composicion quimica, fisica y percepcion organoléptica del
pkoducto. Se puede llevar a cabo por 30 minutos a 62°C o 16 segundos a 72°C. Este tratamiento
térmico no desestabiliza las micelas de la caselna, ya que soportan temperaturas mayores de 90°C ,
las mas susceptibles serian las proteinas del suero, donde la B-lactoglobulina se desnaturaliza
reversiblemente a temperaturas de 75.9°C a pH 6.5, mientras que la a-lactoalbimina en las mismas
condiciones se desnaluraliza a 61°C en caso de que el tiempo y temperalura empleados fueran
prolongados la desnaturalizacion es irreversible. La leche presente en esta muestra no ha sufrido
tampoco el proceso de secado por aspersion, que seria otro factor que afectaria la conformacion
final de las proteinas de la leche en polvo. En el caso de las leches comerciales (2,4,5,6 y fluida) a
pH 8 estan presentes algunas fracciones de caseinas que podrian ser tambien fracciones de
caseinatos. Por lo tanto estas leches deberian denominarse formulas lacteas.
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Perfil electroforético de Leches comerciales en polvo y fluidas a pH2

Figura 8. De izquierda a derecha se presenta las bandas correspondientes de muestras comerciales a pH 2 en el siguiente
orden: Leche bronca, leche fluida comercial (suiza), alpura en polvo, nido, forti-leche, carnation, nan, bicnan. Ef porcentsje de
acrilamida fue al 16%.
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Perfil electroforetico de Leches comerciales en polvo y fluidas a pH8
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Figura 9. De izquierda a derecha se presenta las bandas correspondientes de muestras comerciales a pH 8 en el siguiente
orden: Leche bronca, leche fluida comercial {suiza), alpura en polvo, nido, forti-leche, carnation, nan, bionan. El porcentaje

de acrilamida fue al 16%.
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4.2.5 Analisis de solubilidad y perfil electroforético de muestras problema

En la grafica 2 y cuadros 25 ,26, 27, 28, 29, 30 y 31 se presentan los resultados obtenidos del
porcentaje de solubilizacion y perfil electroforético, para cada una de las muestras problema en
funcion del pH.

El comportamiento en solubilizacion de la mayoria de las muestras es diferente entre si, solo la
muestra F-40 tiene un comportamiento similar al de la leche bronca. De acuerdo a los resultados; el
porcentaje de solubilizacion se incrementa a pH2 a excepcion de las muestras F-40 y F- 42. Las
restantes tienen porcentajes similares al de la leche bronca, sin embargo el contenido total de
proteina es mayor y en general se solubiliza el 20% aproximadamente, esto podria deberse a la
presencia de carbohidratos complejos, que compitan con el agua para formér uniones con la
proteina (Noble, 1999), impidiendo que esta se solubilice. En el caso del pH4 la ausencia de
caseinas genera disminucion en el porcentaje de solubilizacion (Cheffel, 1989). Caso contrario
sucede con la muestra F-39, cuyo porcentaje obtenido excede del 40%, lo que indica el
enriquecimiento con proteinas del suero de leche que son solubles a pH's acidos (Fenema,1997).
Las restantes muestras tienen .porcentajes menores en comparacion con la leche bronca, sin
embargo en la elaboracion de geles; la leche bronca pfesenta fracciones de caseinas caracteristicos
de cada pH (Gaucheron ef a/ 2000), mientras que las muestras problema Ia ausencia de caseinas
en los diferentes pH's es evidente, asimiSmo el contenido de proteina total es mayor en las muestras
F-39 y F-40. En los restantes pH'’s las muestras F-38,F-39 y F-44 incrementa la solubilizacidn
directamente proporcional al pH, caso contrario sucede en las muestras: F-40,F-41,F-42 y F-43,
donde la disminucion se presenta a pH8, por la presencia de proteinas del suero y incrementa
nuevamente a pH10. ’

En el perfil electroforético de las muestra problema F-38, F-41, F-42 y F-44 se observaron bandas
correspondientes a las fracciones de las caseinas (os2, ass, asg, k-caseina,y-caseina y en algunas la
B-caseina. A pH 8 se logro observar las cuatro fracciones, mientras que en la leche comercial en
polvo estas fracciones no son visibles. Se esperaria que si estas muestras son etiquetadas como
leches en polvo se observarian todas las fracciones correspondientes a una leche entera
(Gaucheron et al 2000).
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La ausencia de las fracciones del suero de leche mas representativas (a-lactoglobulina, p-
lactoglobulina) asi como una mayor concentracion de la fraccion proteica y bandas
correspondientes a las caseinas, indica que en realidad estas muestras son mezclas WPC y
caseinatos. La hipotesis se refuerza por el hecho de que el comportamiento de las curvas de
solubilidad, en las que a pH's &cidos la fraccion soluble es mayor (20% mas) con respecto a la leche
bronca, pero no igual que el WPC.

En las muestras F-39, F-40 y F-42 se observaron bandas de las proteinas de suero (a-
lactoalbtimina, B-lactoglobulina,seroalbimina) en mayor porcentaje que lo reportado (Gaucheron ef
al 2000). En comparacion con las mueslras anteriores, las fracciones de las caseinas se
encuentran en menor proporcién mientras resaltan las fracciones del suero de leche. De acuerdo al
perfil electroforético del WPC, se observaron bandas de bajo peso molecular, entre = 34 ~ 26 KDa,
y de alto peso molecular = 90 y 60KDa, Ias cuales se encuentran en la leche bronca y en el suero de
leche en menor proporcion. Puede afirmarse que estas bandas corresponden a la fraccidn del suero
de leche, ya sean inmunoglobulinas y/o fracciones de proteosas, que se encuentran en un
porcentaje de 2 - 6% en la leche bronca. Las fracciones de bajo peso molecular se encuentran
presentes en las muestras problema F-39, F-40 y F-42, enriquecidas en mayor proporcion, junto con
las fracciones de a-lactoalbimina y B-lactoglobufina con respecto a las del WPC. Por o tanto, se
puede afirmar que de acuerdo al analisis quimico proximal, de solubilidad y electroforético, estas
muestras fueron enriquecidas con WPC. Se recomienda que para identificar las bandas
caraclerislicas de una leche se emplee pH 2, ya que en el mismo estas proteinas del suero estan
solubles, o bien a pH 8, en el que se observa el mayor nimero de bandas que permite verificar la
ausencia o presencia de caseinas.
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Cuadro 25. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para F-38

*Proteina total pH 2 I pH4 I pH6 ] pH8 ‘ pH10 l
38.88 % ]
*%Solubilizacion l 21.37£ 097 | 7.87+ 0.89 | 12.37+ 1.06 ‘ 13.78+ 0.99 J 19.87x 1.56 |
de la proteina

| 10bandas | 9bandas |  11bandas | 18bandas | 13 bandas _ |

*=**Analisis 81.86 KDa l 77.77 KDa I 78.62 KDa 153.63 KDa | 98.24 KDa
electroforético o
62.00 KDa l 59.19 KDa | 59.99 KDa ‘ 92.11 KD:’ 78.48 KDa J
34.27 KDa J 50.29 KDa | 49.81KDa l 77.29 KDa } 60.59 KDa J
2880 KDa | 3313KDa | 31.05KDa | 5958KDa | 4235 KDa |
26.57 KDa 1 28.06 KDa | 28.29 Kda ] 42.95 KDa J 32.28 KDa }
astcaseina l aszcaseina | as;caseina } 31.09 KDa l 2721KDa !
23,73 KDa 25,28 KDa 25.18 KDa |

k-caseina ‘ 21.57 KDa ] 16.49 KDa I 27.79 KDa l a s:caseina

_ 19.42KDa e 2514 KDa
16.23 KDa Il 16.59 KDa I 12.79 KDa i aszaseina l as-caseina I
25.14 KDa 2242Kba |
13.31KDa { y-caseina l y-caseina ‘ as caseina 2165KDa |
j __11.92KDa 11.75KDa | 2251 KDa |
¥- ca;:(iga ] | 7.93 KDa i l:s;:g(s)(}e(lga } 16.90 KDa 1
15 a A a !
o | | 7.37 KDa J 16.20 KDa J 1518 KDa |
| | ] | 1248KDa | 1210KDa |

. ‘ I | v-caseina ’ 10.80 KDa

— _ | 11.46 KDa N
| | | | 1053KDa | |
1 | | IELN N
| | [ | 778KDa | |
! ' ] | 723KDa | i

l J’ ! 6. ss KDa '

N S OSSN S S S —

'Prolelna total en base seca

** Porcentaje de solubilizacion esta dada por la proteina soluble / g de proteina total x 100.
***Las lracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Cuadro 26. Resultados del Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para F-39

?"Protema total

! pH2 pH4 } pHB l pH8 pH10 '
56.45 % ]
**%Solubilizacio ! 23.32+1.22 } 40.16% 1.17 I 18.77x 0.97 I 26.22+ 088 | 4635+ 101 I
n de la proteina ;
l 16 bandas ‘ 10 bandas l 16 bandas } 17 bandas ! 47 bandas I
‘" swepnalisis | 183.22KDa_ | 17032KDa |  167.91KDa |  15693KDa | 19253KDa |
_ electroforélico | g718KDa |  6588KDa |  B1.23KDa_ |  8243KDa |  8160KDa _ |
as caseina 56.58 KDa ' 64.84KDa l 65..20 KDa i 64.78KDa
22.43KDa A
58.46 KDa l 38.42 KDa J 55.58KDa | 5624KDa |  56.38KDa J
3231KDa | 3218kDa | 3084KDa | 3127KDa | 4. 54kDa N
30.02KDa | 30.03KDa | 2ra7koa | 3022KDa | 3169KDa |
27.06 KDa 26.80KDa | as caseina | 27.45 KDa 28.51 KDa
] | 22.51KDa ,
24.71KDa as-caseina 21.22KDa l -lactoglobulina|  asicaseina
. | 2274KDa | 18.97KDa . 23.23KDa _
! as caseina [3 Iactoglobuhna l B Iactoglobulm 16.13KDa | as -caseina
| 2372KD _ 18.93KDa 1829 KDa | 2249KDa
! 2096 KDa 12 77 KDa | a- Iactoglobulin 15 15 kDa | mactoglobuhna
P} 1434KDa ' 18.47KDa
! Blactoglobulina, | 1243KDa | olactoglobulina:  16.60 KDa
|__ 18.71KDa | 1490 KDa |
15.64 KDa I ’ y-caseina | 1276 KDa a -lactoglobulina.
11.27KDa | , 14.23KDa
! 14.58KDa | ! 10.58KDa | ycaseina y caseina l
R Il _1182Kba_  11.58KDa__ |
. 1290KkDa | b " 8.70KDa | 919KDa  1066KDa |
| 1083KDa | J 8.20 KDa | 851KDa " 921Kpa [
' 9.42KDa f g 791KDa |  771KDa ' B.18KDa ]

'Protelna total en base seca
**Porcentaje de solubilizacion esta dada por la proteina soluble / g de proteina total x 100
***Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa

76




st S o

Perfil electroforético de Muestras problema F-38 y F-39
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Figura 10. A laizquierda se presenta el perfil de electroforético de la muestra proble F-38, & Ia derecha corresponde a la muestraF-39, ambas en funcion
del pH, en los extremos se observan los marcadores de peso molecular, la concentracion de acrilamida fue al 16%.



Resultados y Discusion

Cuadro 27. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacién para F-40

*Proteina total pH4

K-caseina
19.01KDa

17.01 KDa

17.61KDa 21.70 KDa

y-caseina 12,56 KDa
11.27KDa

10.46 KDa

17.80 KDa i

i POV SR

" 1326KDa

11,93KDa

|
|
1
_ .
l 9.81 KDa
|
.
|
|
i

3299K0a 1387KDa |

" 1043 KDa 9.50 KDa 1276KDa |

y-caseina
_11.90KDa _
10.39 KDa

1
i
| 907kDa

pH4 pHS6 pH8 pH10
32.72%

*%Solubilizacion I 17.80+1.14 ] 12.22+ 1. OJ 18.48£ 0.97 I 15.29+ 0.89 ' 1877+ 1.00 |
de la proteina - j
| 12bandas | 7bandas | 11bandas | 14bandas | 17 bandas |
wAnalisis 17511KDa | 6428KDa| 106.08kDa | B8280KDa | 101.96KDa |
electroforético | ™oty ba I 32.45 KDa 84.69 KDa J 64.46 KDa J 78.98 KDa l
6476KDa | 30.12KDa | 6649KDa | 5521KDa | 6254KDa |
5654KDa | 2682 kDa | 49.03KDa ! 4818K0a | 5501KDa |
3330KDa |  w-caseina | 44.93KDa 3267KDa | 3226KDa |
) 19.26KDa i
2828KDa | 1293KDa 42.60 KDa l 2791KDa | 2878KDa |
26.17 KDa 10.14 KDa -caseina ascaseina | 26.95 KDa i
18.09KDa 22.80KDa | |
B-caseina | 13.97KDa 21.04 KDa asicaseina !
23.40 KDa | 22.80KDa |
t
[ |
' !

G

!

ll

l

|
|
y-casema' J 16.17KDa ‘
|
J
|

1
|
1
|
|
‘ 12.65KDa
e
I
|
l
!

—
|

8.61 KDa

*Proteina total en base seca
**Porcentaje de solubilizacion esta dada por 1a proteina soluble / g de proteina total x 100
***Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Resultados y Discusion

Cuadro 28. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para F-41

} “‘Proteina total

‘ pH4 1 pH6 J pH8 | pH10 ‘
32.90 %
“%Solubilizacionde |  21.0920.23 I 454+ 0.63 J 10.06+ 0.85 J 5.22+ 0.95 l 14,33+ 0.43 |
i |a proteina :
i 1 13 bandas i 12 bandas I 12 bandas J 15 bandas I 17 bandas I
fom
**Anilisis 83.62KDa | 22611KDa |  83.72KDa |  8249KDa | 82.06KDa |
electroforético 63.77 KDa ] 110.22 KDa I 66.26 KDa ] 65.35 KDa ] 65.13KDa |
- 5820KkDa | B8649KDa | 57.83KDa | 5629KDa | 56.69KDa |
| 34.94 KDa | 6552 KDa ‘ 33.46 KDa | 33.23KDa J 33.28 KDa J
i 1 b
I 3254KDa | 57.18KDa | 3273KDa | 3195KDa | 2872KDa |
1 2857 KDa | 33.77KDa i 29.20KDa Jl 28.79 KDa _| 27.55KDa ‘
26.95 KDa | '32.87 KDa | 27.56 KDa | 2789KDa | 2544 KDa |
26.67 KDa | 29.15 KDa ! 26.61KDa J B-caseina ‘ B-caseina l
24.16 KDa 24.02 KDa
K-caseina l 2758KDa | K-caseina ‘ asi —caseina ’ K-caseina ‘
_19.04KDa | J 19.00 KDa 23.40 KDa 19.66 KDa |
: ! @-lactoglobulina, | ' K-caseina | oactoglobulina. |  K-caseina | 1566KDa |
! 1441KDa | 1967KDa ; 1462KDa | 19.74 KDa _ | o B
i y-caseina 16.75 KDa ‘ 13.20 KDa na ] a l
_ 11.02KDa N o 14.44 KDa 14.58 KDa
! 10.43KDa a-lactoalbumina | y-caseina 13.37KDa 13.37 KDa l
o - 1401KDa |  11.06KDa

*Proteina totat en base seca
**Porcentaje de solubilizacion esta dada por la proteina soluble / g de proteina total x 100
“**Las fracciones de a caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Figura 11. A laizquierda se presenta el perfil de electroforético de la muestra proble F-40, a la derecha corresponde a la muesira
F-41, ambas en funcion de! pH, en los extremos se observan los marcadores de peso molecular, la concentracion de acrilamida fue al 16%.



Resultados y Discusion

Cuadro 29. Perfil electroforético y Porcentaje de Solubilizacion para F-42

*Proteinatotal |  pH2 } pH4 l pH6 \ pHB pH10 J
32.69% |
-':/;sflubniz::cion i 4.68+01.14 , 13.5% 0.56 15.93x 0.66 I 22,78+ 0.55 14.06+ 0.71J
e la proteina

14bandas | 10bandas | 16 bandas | 18bandas | 10bandas |

*Analisis 118.52KDa | 10550KDa_ | 10076KDa | 9445KDa |  86.85KDa
electroforético 106.46 KDa j 90.31 KDa Jl 85.61 KDa I 87.35 KDa ] 68.54 KDa‘J
T 10180KDa | 76.75KDa |  6191KDa | 76.19KDa | 5950KDa |
9256KDa | 39.99 KDa | 37.53KDa | 6415KDa | 3429KDa |

81.61 KDa , 32.35 KDa | 35.77 KDa II 35.86 KDa ' 29.05 KDa
43.28 KDa [ 30.53 KDa : 29.75 KTSa l 33. 28 KDa } 27.64 KDa ;
39.06 KDa | K-caseina 28.56 KDa 28.76 KDa ‘ 26.55 KDa g

{  19.94KDa ! ‘

30.56KDa | a-lactoalb. | 27.12KDa ] 27.16 KDa l K-caseina J

| 1483 KDa i 19.96 KDa
as2caseina |  y-caseina ; 26.33 KDa 26.01 KDa a-lactoalb. |
25.90KDa , 11.49KDa o) 1417KDa |
a s-caseina | 10.47KDa ! B-caseina B-caseina | 12.47 KDa i
21.04 KDa '__ i 24.45 KDa 24.13 KDa ". 1]

! K-caseina | ; a s-caseina asi-caseina |
| 19.43 KDa 1 o i _2295KDa 23,19 KDa '
© 17.20KDa ‘ i K-caselna K-caseina l
S 1 1997TKDa | 1906 KDa |

'Prolelna lotal en base seca
**Porcentaje de solubilizacion esta dada por la proteina soluble / g de proteina total x 100
***Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa




Resultados y Discusitn

Cuadro 30. Perfil electroforético, Porcentaje de Solubilidad y Solubilizacién para F-43

*Proteina total pH 2 pH4 pH6 I pH8 [ pH10
4328 % | — |
**% Solubilizacion deli] 234+ 0.8 ] 12.85% 0.58 J 35.57+ 0.74 ] 29.14+ 1.04 ‘ 31.28+ 0.93 l
proteina

12 bandas 8 bandas 8 bandas 12 bandas - 8 bandas |
e I ] B | | |
**Andlisis 23260KDa | 8264 KDa | 226.32KDa | 81.18KDa | 82.59KDa |
slectioforélico |55 88 KDa | 6537KDa | 80.11KDa | 6744KDa |  6354KDa |
| 15561KDa | 3269KDa | 66.09KDa | 5628KDa |  5894KDa |
106.23 KDa l 26.76 KDa J 58.63 KDa J 32,62 KDa ' 33.59 KDa J

84.98KDa | as2-caseina J 33.93 KDa j 30.70 KDa 31.73 KDa

__j_2551KDa | i -

68.25 KDa B-caseina a s2-caseina as2caseina as2caseina ‘
24.01 KDa 25.64 KDa 2556 KDa | 2544KDa __ |
56.38 KDa K-caseina ’ K-caseina a sicaseina K-caseina !
o 19.87 KDa 19.33 KDa 23,70 Kba 19.81 KDa |
32.38 KDa 12.01 KDa 12.50 KDa a scaseina 13.40 KDa i
T 2203KDa |
B-caseina | 20.83 KDa f
! 2433KDa : - L e
K-caseina K-caseina |
19.74 KDa 19.39 KDa ]
12.88 KDa i | l 12.18 KDa | i
| y-caseina | | | y-caseina i
| 11.37KDa | | _11.74KDa |

*Proteina total en base seca
**Porcentaje de solubilizacion esta dada por la proteina soluble / g de proteina total x 100
***Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Perfil electroforético de Muestras problema F-42 y F-43
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Figura 12. A la izquierda cormesponde al perfit de electroforético de la muestra proble F-42, a fa derecha corresponde a la muestra

F-43, ambas en funcion del pH, en los exiremos se observan los marcadores de peso molecular, la concentracion de acritamida fue al 16%.




Resultados y Discusion

Cuadro 31. Perfil electroforético, Porcentaje de Solubilidad y Solubilizacién para F-44

| *Proteina
! total 37.39% |  pH2 {  pH4 pH6 pH8 pH10
*“%Solubiizacin l 2081£032 | 18.65:056 l 19.5% 1.25 l 25.12+ 0.62 I 27.09+ 0.45 ’
de la proteina B
L J 12bandas | 10bandas | 8bandas | 8bandas | 8bandas |
****Analisis 169.28KDa__ |  8252KDa | 8528KDa | 19953KDa | 86.25KDa |
electrofarética 90.06KDa |  6448KDa |  6987KDa |  853t1KDa | 6B.74KDa |
8533KDa | 54.09KDa | 5000KDa | 71.58KDa | 57.01KDa |
6573KDa | 4860 KDa | 4526KDa | 3391KDa | 32.75KDa |
55.96 KDa { 35.55 KDa i 32.47 KDa a s2caseina 30.93 KDa
e T 25.90 KDa
32.52 KDa I 31.15KDa i 30.67 KDa | K-caseina i 28.07 KDa
. N | 19.32KDa N
29 83 KDa i 27.02KDa : 27.97 KDa a-lactoalbumina. 27.08 KDa
I L j 14.19 KDa
as2caseina | «a sanseina I 27.29 KDa I 13.37 KDa a s2caseina
2579KDa__ | 25.99KDa T 25.47 KDa
K-caseina i 16.52KDa | as2caseina | asicaseina |
i | 2552KDa | 2345KDa |
16.77KDa |  12.42KDa i K-caseina i l a scaseina
; . 19.76 KDa | 22.45 KDa
13.30KDa i ] a-lactoglo. l | K-caseina
: ] 14.30KDa 19.97 KDa
} y-caseina | | 1295KDa ‘ o-lactoalb. |
. 1 1176KDa_ | l Sl 14.34KDa__ |
. R R .} 1076KDa | | ___1302KDa |
i | 8.86 KDa | i y-caseina l
- ] ! | 11.34 KDa
. i | 832KDa | |  821KDa |

“Proteina tolal en base seca
**Porcentaje de solubilizacion esta dada por la proteina soluble / g de proteina total x 100
“**Las fracciones de la caseina se resaltan con letras negras y los pesos moleculares se presentan en KDa
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Perfil electroforético de Muestras problema F-44
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Figura 13. Perfil de electroforEtico de la muestra proble F-44 en funcion del pH, en los extremos se
observan los marcadores de peso molecular, la concentracion de acrilamida fue al 16%.




Resultados y Discusion

Mediante las técnicas propuestas se determino la adicion de algunos componentes principales como;
carbohidratos y proteinas en muestras de preparaciones alimenticias.

Mediante el analisis quimico proximal podemos determinar la adiccion de mas proteina pero no nos
proporciona -informacion sobre la identidad de las proteinas presentes. Pero si el analisis
 electroforético mediante e! software Quantity One (Biorad), confirma la designacién de preparacion
lactea para Iavs‘ muestras comerciales y las muestras problema al identificar por peso molecular las
bandas presentes en cada pH y con ello comparar con las caracteristicas de una leche entera.

En comparacién con té‘cnicas cromatograficas (HPLC), 1a electroforesis SDS-PAGE permite determinar
glicosilaciones de proteinas asi como la cuantificacion de pequefios péptidos presentes, mientras que
para las lécnicas como el HPLC (Walsh y Brown 2000, Bobe et al,1999) sélo se puede cuantificar
péptidos mediante la adq'uisicién de columnas especificas de mayor costo, ademas de tener
interferencia por microorganismos psicréfilos provenientes de Pseudomonas spp. La electroforesis
capilar permite cuantificar péptidos, sin embargo algunas investigaciones (Miralles y Ramos,2001, van
Riel y Olieman,1995) refieren interferencia, por la liberacién de péptidos por parte de proteasas en
leche fluida, mientras que para leche en polvo esta interferencia podria ser menor de acuerdo al
proceso de almacenamiento después de su elaboracion. Tanto la electroforesis SDS-PAGE vy la capitar
dependen del tiempo de almacenamkiento del producto para garantizar resultados confiables.

Considerando lo anterior la técnica de electroforesis unidimensional agui propuesta, en combinacion

con los analisis proximales, de solubilidad y pH, acidez y viscosidad, resulla ser mas econémicos y
sencillos, para cualquier laboratorio de analisis rutinario.
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Conclusiones

5.0 Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

1.- La leche bronca liofilizada en el laboratorio de acuerdo al analisis quimico proximal cumple
con las especificaciones para la leche ﬂu!da de'acuerdo con la norma NMX—F~026-1 997-SCFI.

2.- De acuerdo al analnsns quimlco proxnmal las muestras problema y la Ieche comercual no

cumplen con las especuf caciones para'la denommamén de Ieche en polvo El porcentaje de
carbohidratos resulta superior, por presencia de carbohidratds complejos

3.- Los resultados del porcentaje de solubilidad en funcion del pH de las muesiras problema y leche
comercial indican la presencia de proteinas o concentrados del suero de leche adicionados para
favorecer las propiedades funcionales al incrementar su solubilidad o abaratar los aranceles de
importacion.

4.- El perfil electroforético permite confirmar la composicion de las preparaciones alimenticias
estudiadas.

5.- Las muestra F-44 Y F39 corresponden en: |denl|dad al WPC de acuerdo al " analisis
electroforético. : : L

6.- Con base en las similitudes de los. patrones electroforetlcos Ias mueslras restantes se

identificaron como mezclas de protelnas de suero y’

tos'y »por las diferencias en el

inacion de leche en polvo.

contenido de proteina se concluye que no corresponde aladeno

7.- Se propone que la metodologia para identificar Iafaidullerééifm de leéhes en polvo incluya:
s analisis quimico proximal o » e
«  porcentaje de solubilidad en funcién del pH.”
e perfiles electroforéticos SDS-PAGE o
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Resultados y Discusién

Esta combinacion de métodos de prueba resulta ser rapida, sencilla, econdémica y confiable en
comparacion con las técnicas de HPLC y electroforesis capilar, que requieren de una preparacion
mas rigurosa, por o que esta técnica permite acoplarse a un laboratorio de analisis tradicional.

Recomendaciones

Realizar un andlisis por electroforesis bidimensional, para definir las bandas que no Iogran ser
analizadas con la electroforesis en una sola dimensién.

E-SDS se recomienda
B utlllzar estandares de concentracnon y de esta manera se podré determinar el'porcentaje dela

: Para Iograr cua‘ntit~ dar as fracciones proteicas presentes en los gel

Identifi icar y cuantlf' car los carbohldratos comple os prese

sen las ezclas de leche en polvo,
’medlante HPLC i S
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ANEXO |

Cuadro 1. Porcentaje de Humedad
[ MUESTRA [ HUMEDAD %
| Caselna f 78
| Suero de leche | 3.94
[ Caseinato de sodio | 883 -
{ Caseinato de calcio | 7.15
|7 Leche comercial en polvo f 575
| Leche bronca liofilizada { 40
| WPC { 33
[T TFEsT T T 548
f F-39 i 7.63
[ ' T; R Y > B
f F-41 [ 6.74
[ F-42 f 6.43
I F-43 i 6.55
{ F-44 [ 7.50

Promedio de seis repeticiones y su desviacion estandar

Cuadro 2. Andlisis estadistico de la prueba de rango mdltiple de Duncan

" Grupos | Cenizas [— Grasa Proteina | Carbohidratos
| totales

F-40,F-41,F-42
T2dogrupo r—F'-43yF44 , Caseinalo de I'“—‘““"""“"“’ Ty

calcio, F-40y F-44

1

{ 1er grupo { F-41yF-42 [ WPC, F-38F-40 y rLeche Bronca [
| F41

|
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